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La thèse présentée traite de l'étude de certains 
mécanismes qui régissent l'activité du complexe 
chlorophylle-protéine photosystème II (PSII> du chloroplaste. 
Elle consiste en une investigation biochimique, 
électrochimique et spectroscopique de l'impact des ions 
sulfate et sulfite sur le PSII. Mon travail démontre que 
l'inhibition de l'activité du PSII par l'ion sulfate consiste 
en unp compétition entre les ions sulfate et les ions 
chlorures liés au complexe de dégagement d'oxygène (COQ>. 
L'enlèvement des chlorures par le sulfate conduit à un 
bloquage total d'une partie de la population des PSII, pl~tOt 
qu'à un bloquage partiel de tous les PSII. J'ai démontré que 
le sulfate affecte principalement l'activité photochimique du 
PSII~ et entraine ainsi la perte du dégagement d ' oxygène 
détecté. Le travail pré~enté révèle que l'inhibition du COQ 
par le sulfate à haute concentration est accompagné du 
larguage des polypeptides de 23 et 18 kOa. Les polypeptides 
de 23 et 18 kDa sont enlevés du PSII à pH supérieur à 7 et cet 
enlèvement est stimulé par la présence de sulfate. Les 
traitements au sulfate ont donc deux conséquences: 
l'enlèvement des chlorures et le larguage de polypeptides 
impliqués dans la fonctio~ des chlorures. La photoactivation 
du PSII qui implique la fixation de ces polypeptides est aussi 
sensible à la présence des ions sulfate. Je n'ai détecté 
aucun rOle des chlorures dans le maintien des liens entre ces 
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polypeptides et le PSII. Mes résultats indiquent que les 
polypeptides de 23 et 18 kDa seraient liés au PSII via des 
interactions électrostatiques. Dans le cas de la protéines de 
33 kDa, mes travaux supportent l'existence de ponts hydrogènes 
et suggèrent que les ponts disulfures ont aussi un rôle à 
jouer dans le maintient des liens entre la protéine et le 
PSII. Le travail présenté démontre que le PSII est 
aussi sensible à l'incubation avec l'ion sulfite. En 
solution, le sulfite s'oxy~e rapidement pour diminuer la 
quantité d'oxygène dissout et se transformer en sulfate. La 
nature de l'inhibition au sulfite est donc très complexe ce 
qui explique le débat existant sur l'effet du sulfite. 
L'instabilité du sulfite et l'inhibition réversible du CDO 
dans le PSII par le sulfate semble expliquer plusieurs 
observations faites à partir d'expériences de fumigation au 
S02 sur des plantes entières in vivo. Je pr~pose que 
l'inhibition du PSII par le sulfate est un mode d'action du 
S02 et des pluies acides sur la photosynthèse des plantes. 
Les résultats de mes travaux m'ont aussi permi de proposer un 
modèle décrivant la chimie des ions sulfate et sulfite dans le 
chloroplastes et de rationaliser l'impact de différents 
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Le procédé le plus fondamental et essentiel de la 
biologie s'est développé il y a plus de trois milliard~ 
d'années, peu après l'apparition des premiers organismes 
vivants. La photosynthèse, mécanisme par lequel la lumière 
solaire est transformée en énergie utilisable par les êtres 
vivants, demeure la clef de voQte de t~·te la vie sur Terre. 
' L'énergie lumineuse captée 'nourrit' non seulement les 
organismes photosynthétiques, mais aussi indirectement les 
autres ètres vivants qui se nourrissent de ces organismes, et 
ainsi de suite tout au long de la cha~ne alimentaire. 
Une vue générale du procédé de la photosynthèse est 
présentée en première partie du présent chapitre, de façon à 
situer le sujet de recherche de cette thèse. Une discussiLm 
détaillée du photosystème II, ainsi que la présentation du but 
du travail suivront en seconde et dernière partie de 
l'introduction. 
1.1. La photosynthèse: La photosynthèse peut se résumer de 
la façon suivante: l'énergie lumineuse, absorbée par la 
chlorophylle (chI), est utilisée pour tirer les électrons de 
l'eau et augmenter leur potentiel réducteur à un niveau requis 
pour la réduction du dioxyde de carbone. Dans ce procédé, le 
phosphate inorganique forme un esther avec l'adénosine 
diphosphate (ADP) pour donner l ' adénosine triphosphate (ATP) 
2 
qui sera utilisé, conjointement au potentiel réducteur créé 
sous forme de NADPH, pour la réduction du CO~ en sucres via 
le cycle de 'Calvin ' (Arnon 1987). Grossièrement, la réaction 
globale peut s'exprimer par l'équation suivante: 
Les multiples entités biochimiques et les mécanismes de 
réactions auxquels elles prennent part sont localisés dans le 
chloroplaste. 
1.1.1.Le chloroplaste: Dans les algues et les plantes 
vertes, la photosynthèse s'opère dans un organe de la cellule 
appelé chloroplaste. La fonction unique et d ' importance 
capitale du chloroplaste est la transformation de l'énergie 
lumineuse premièrement en énergie électrique, puis en énergie 
chimique. Dans les systèmes biologiques, l'énergie électrique 
peut être sous forme de gradients de potentiel qui résultent 
d'une séparation de charges et/ou d'une concentration 
sélective d'ions de part et d'autre d'une membrane. La 
structure la plus simple permettant la production et le 
maintien d'un gradient ionique est une membrane fermée 
semi-perméable à travers laquelle on peut pomper des espèces 
ioniques. Dans le chloroplaste, cette structure se présente 
sous forme de saccules applatis appelés thylacoïdes (Hoober 
1984). Le chloroplaste e~t séparé du cytosol par une 
enveloppe externe formée de deux feuillets. L'espace délimité 
par l ' enveloppe du chloroplaste, appelé le stroma, contient 
les enzymes nécessaires au métabolisme du carbone et autres 
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Figure 1. Structure du chloroplaste. 
composés. C'est aussi dans le compartiment du stroma que l'on 
trouve le système de thylacoïdes (voir Fig. 1). Ils sont 
différenciés par le fait que certains sont empilés et forment 
les granums, tandis que les thylacoides non-empilés qui 
relient les granums sont les thylacoides du stroma. Les 
thylacoides contiennent des lipides et des protéines dans un 
rapport 1:1 • Les lipides sont arrangés en double couche ayant 
leur groupe polaire et hydrophile du cOté externe de la double 
.. 
couche. L'intérieur de la membrane est donc hydrophobique da 
à la présence des sections non-polaires (chaines grasses) des 
lipides dans cette région. On retrouve dans la membrane des 
protéines dites intrinsèques et à la surface de la membrane 
protéine 






Figure 2. Structure de la membrane du thylacoïde. 
sont associés d ' autres polypeptides hydosolubles (voir fig 
2). Ils sont dénotés extrinsèques dans ce cas. Notons que 
les protéines du thylacoïde sont celles qui sont associées aux 
pigments photosynthéti~ues et qui sont responsables de la 
transformation de l'énergie lumineuse en énergie chimique. 
Ces systèmes pigmentaires sont dédiés au processus primaire de 
la photosynthèse. 
1.1.2.Les complexes chlorophylle-protéine: 
1.1.2.1.Capture de l ' énergie lumineuse: Chaque 
thylacoïde contient à peu près 100000 molécules de pigments 
(Witt 1975) qui sont des~chlorophylles et des caroténoides. 
Les plantes supérieures contiennent la chlorophylle-a et la 
chlorophylle-b, les deux formes ayant le rOle prépondérant 
d'absorber la lumière et de la tranformer en énerg~e 
1 
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électrique utile pour la photosynthèse primaire du 
chloroplaste. La chlorophylle et les autres pigments 
accessoires ont des maximums d'absorption de longue~r d ' onde 
différentes, qui s'échellonnent de 400 à 750nm. Cependant, 
l ' absorption de lumière est maximale à environ 435 et 680 nm à 
cause des propriétés photophysiques de la chlorophylle. 
L'absorption d'un photon par une chlorophylle se traduit par 
une transition électronioue partant du niveau fondamental à un 
niveau excité. L'état fondamental de la chlorophylle est 
généralement l'état sin~ulet et l'absorption d'un photon 
produit le premier état singulet excité. Ceci se fait en 
quelque 10-1~S (Pearlstein 1982). L'excitation est alors 
transférée par migration excitonique ou par transfert 
d'énergie de résonnance ( type Forster) à travers le système 
de chlorophylle antenne vers les centres réactionnels des 
photosystèmes l et II (PSI et PSII) (Forster 1965, Franck et 
Teller 1938). Une partie de l ' énergie captée n'est cependant 
pas utilisée efficacement pour la séparation de charge. La 
perte de l'énergie excitonique peut se faire par émission de 
chaleur (Popovic et coll.,1987b) nu par réémission de lumière 
sous forme de fluorescence et phosphorescence (Lavorel 
et coll., 1986). La fluorescence implique la lumière émise 
lors d ' une désexcitation radiative d'un état singulet excité 
et se produi t dans un dél.ai de moins de 10--e s. La 
phosphorescence est l'émission de lumière due à la relaxation 
d ' états métastables ayant des temps de vie plus élevés (états 
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Figure 3. Représentation schématique des pigments 
antennes du PSII. 
efficace de l'énergie excitonique, le transfert d'énergie des 
complexes chlorophylle-protéine antennes vers les PSI et PSII 
est très efficace (98%) (Danks 1983). 
1.1.2.2.Antennes des photosystèmes I et II: 
Environ 99% de la population totale de chlorophylle sert à 
capter l'énergie lumineuse et à l'acheminer sous forme 
excitonique aux deux centres réactionnels appartenant aux PSI 
et PSII où s'opère la séparation de charge (Sauer 1981). La 
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figure 3 montre un modèle théorique de l'arrangement 
"énergétique" des pigments dans un photosystème. Ces 
chlorophylles 'antennes' sont associées à d'autres pigments 
accessoires tels les caroténoides dans des structures 
protéiques membranaires. Il existe plusieurs variétés de 
protéines ayant pour rOle la capture de l'énergie lumineuse. 
Les complexes chlorophylle-protéines associés au PSI sont de 
deux genres. L'antenne "intime" du PSI est formée de 130 
chlorophylle-a associées à un tétramère de protéines de 70 
kDaltons. Le second niveau d'antenne est dans le complexe 
capteur de lumière du PSI (CCL I) qui est composé de 
polypeptides de 20-25 kDaltons et apporte une contribution de 
80 chlorophylles (60 chI-a, 20 chl-b) à l'antenne du PSI 
(Glazer et Melis 1987). Comme le révèle la figure 4, à basse 
température, les chlorophylles antennes du PSI émettent la 
fluorescence dont la longueur d'onde approximative est de 735 
nm (Krause et Weis 1984). 
Pour le photosystème II, on dénombre trois types de 
chlorophylle-protéines. Le premier type est formé par les 
polypeptides de 47 et 43 kDalton qui retiennent environ 50 
chl-a et qu{ sont les antennes intimes du PSII. Le second 
niveau de capture de lumière est dans les complexes capteurs 
de lumière (CCL) intrinsèques au PSII. Les CCL-II sont formés 
de polypeptides de 25-30 ~Da et contribuent à augmenter 
le nombre de chlorophylle du PSII de 80 molécules, 
contingent formé par la chlorophylle-a et b. Le troisième 
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Figure 4. Spectre d'émission de fluorescence du 
chloroplaste à basse température. 
au PSII est le CCL-II extrinsèque. Les polypeptides du 
CCL-II extrinsèques ont 25-30 kDa en masse apparente, et 
portent 13 chI par polypeptides (chla/b = 1/4). L'association 
des CCL-II au PSII augmente de 120 chI (variable) sa capacité 
antenne (Glazer et Melis 1987). L'émission de fluorescence à 
basse température (voir la figure 4) pour les chlorophylles 
antennes "intimes" se fai~ à 695 nm tandis que celle des 
CCL-II est centrée sur 685 nm (Krause et Weis 1984). Bien que 
la structure des complexes antennes ne soit pas déterminante 
dans le contexte du travail, une représentation physique de 
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leur proximité avec les centres réactionnels est donnée sur la 
figure 5. 
1.1.2.3.Centre réactionnels l et II: La petite 
fraction des chlorophylles restante, 11., n'a pas de rOle 
'antenne'. Cette population de chlorophylle se retrouve dans 
les PSI et PSII où elle forme les centre réactionnels. Dans 
ce cas, les chl-a sont liées dans un environnement spécial qui 
leur perm~t de piéger l'énergie transférée par leur antenne 
intime et leurs CCL. Les chlorophylles formant le centre 
réactior . .,el sont sous forme dimérique (Diner 1986) et sont 
appelées P680 dans le cas du PSII à cause de son maximum 
d'absorption à environ 680nm (Doring 1969). Le centre 
réactionnel du PSI (RC 1) aussi un dimère de chlorophylle-a 
montre un changement d'absorption à 700 nm losqu'il est 
photooxydé et est nommé P700 (Watanabe et coll., 1985). 
1. 1. 3. Séparation de charges, transport d'électrons: 
L'énergie transférée des pigments antennes vers les centres 
réactionnels provoque l'élévation à l'état excité dénoté 
P680'" et P700" pour les PSI! et PSI respectivement. 
Quelques picosecondes après la transition électronique, un 
électron du centre réactionnel est capté par une molécule 
voisine du centre réactionnel que l'on désigne l'accepteur. 
Cet accepteur est une phé~phytine (phéo) pour le PSII et une 
chlorophylle pour le PSI (Klimov 1977, Mansfield et coll., 
1985). 
1. 1.3. 1.Transport dans le photosystème II: Dans le 
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PSII, une fois que le centre réactionnel a perdu un électron 
il devient un oxydant puissant (~680-) capable d ' extraire un 
électron du donneur primaire (Z) et recouvrer la configuration 
électronique fondamentale. Le donneur primaire oxydé (Z·) 
est réduit par le complexe de dégagement d'oxygène (COO). Le 
mécanisme par lequel le. COO oxyde l'eau conséquemment à la 
séparation de charge dans le centre réactionnel sera discuté 
plus loin. Ou cOté réducteur du P680, l'électron est 
transferé rapidement à un accepteur intermédiaire, qui est 
une phéophytine. C ' est l'accepteur primaire Qa qui oxyde la 
phéophytine réduite et envoie la charge négative à un bassin 
de plastoquinone. Le schéma en Z, tel que présenté en figure 
6 montre à ce stade la possibilité que l'électron soit 
retourné au centre réactionnel via les cyt b559. Ce modèle 
semble être fidèle à la fonction réelle du cyt b559 dans le 
transport d'électrons dans le PSII (McCauley et coll., 1987). 
Le transport linéaire qui implique que la charge s'éloigne du 
centre réactionnel poursuit son cours via le bassin de 
plastoquinones membranaires. Ce bassin de plastoquinones 
localisé dans la membrane du thylacoide passe de la forme 
quinone à hydroquinone (quinol) à mesure qu'il est réduit par 
Qa et sert de navette pour le transport des électrons du PSII 
vers le PSI (Govindjee et coll., 1985). Cette fonction est 
déterminante puisque les ~Q assurent le contact "électrique" 
entre les PSII concentrés dans les granums et les PSI, qui eux 
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Figure 5. Représentation imagée de la structure des thylacoïdes et de 





1.1.3.2.Transport secondaire: Entre le bassin de 
plastoquinones et le PSI on retrouve un complexe intrinséque 
formé d'un cytochrome f, un cytochrome b6 (cyt 563) et une 
protéine Fe-S. Ce complexe aussi appelé centre Rieske possède 
un site le lien pour la plastohydroquinone, situé probablement 
sur la protéine Fe-S. Pendant l'oxydation de la 
plastohydroquinone par ce complexe, deux protons sont largués 
à l'intérieur du thylacoide (Trebst 1978). Ceci contribuant 
au gradient de protons soutenu par l'oxydation de l'eau par le 
PSII. Le transport de l'électron se poursuit du centre Rieske 
vers la plastocyanine, une protéine contenant du cuivre qui 
sert de donneur pour le PSI (voir la figure 4). 
1.1. 3.~. Transport dans le photosystème I: Dans le 
PSI, le centre réactionnel P700 réduit l'accepteur A1' une 
chlorophylle-a, pour ensuite réduire l'accepteur primaire 
A~, une vitamine K1 • L'électron est ensuite accepté par 
les complexes fer-soufre liés à la membrane notés Fe-S A et 
Fe-S B sur les figures 5 et 6 (Heathcote et coll., 1978). Le 
prochain accepteur est la ferredoxine (Fd) située à la surface 
externe du thylacoide (Fig. 5). Finalement, l'enzyme NADP 
reductase catalyse la réduction du NADP par la ferrodoxine, ce 
qui termine le transport linéaire d'électrons dans le 
thylakoide (Hoober 1984) tel que résumé en figure 6 • 
.. 
1.1.4.Photophosphorylation: Le flux d'électrons au 
niveau de la membrane du thylacofde donne lieu à la synthèse 
de l'ATP. L'enzyme responsable de la synthèse de l'ATP est 
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Figure 6. Schéma en Z indiquant les potentiels d'oxido-réduction au 












membrane du thylacofde (Nelson 1988, Theg et coll., 1988). 
L'ATPase est composée de deu~ secticns dont l'une est 
hydrophile (facteur de couplage 1: C~1) et est liée à la 
surface e~terne du thylacoide. L'autre partie (CFo ) est 
hydrophobe et traverse la membrane du thylacoide pour former 
le lieu d'ancrage de la section hydrophile (voir Fig.5). Le 
segment responsable de la synthèse de l'ATP est le segment 
externe (CF 1 ). Plus précisément, les sous-unités bêta 
comportent les sites enzymatiques (Nelson, 1988). L'autre 
section (CFo ' forme un canal laissant passer les protons à 
travers la membrane photosynthétique. Il semble que le 
gradient de proton généré par l'oxydation de l'eau et 
l'o~ydation des plastoquinones par le centre Rieske est la 
source d'énergie chimique utilisée pour la synthèse de l'ATP 
(Mitchell 1961, Theg et coll., 1988). La translocation des 
protons à travers l'ATPase produirait un changement 
conformationnel dans cette enzyl~ qui activerait la 
phosphorylation de l'ADP en ATP. Cependant, on en sait très 
peu quant au mécanisme enzymatique impliqué (Nelson 1988). 
Notons qu'à part sa fonction, la synthèse de l'ATP sert 
aussi à neutraliser le gradient de protons généré par le 
transport d'électrons (Fig 5). 
1.1.4.Assimilation d~ CO~: L'énergie accumulée dans 
la synthèse de l'ATP (énergie qui provient du déplacement de 
l'équilibre ATP/ADP) ainsi que le pcuvoir réducteur du NAD PH 
(accepteur terminal réduit de la chatne de transport 
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Figure 7. Cycle de Calvin. Les nu~éros indiquent une enzyme: 1, 
ribulose diphosphate carboxvlase; 2, phospohglycérate kinase; 3, 
glycérinaldéhyde phosphate déshydrogénase, 4, aldolase; 5 et 8, phosphatases; 









d'électrons) sont utilisés et emmagasinés par les réactions de 
la phase obscure de la photosynthèse: le cycle de Calvin. 
L'énergie de ces métabolites ( ATP et NADPH) est exploitée 
pour la formation de sucres à partir du CO 2 par ce cycle au 
niveau du compartiment stromatique (Arnon 1987). Le cycle de 
Calvin est représenté en Fig. 7. La première enzyme (numérotée 
1 en figure 7) du cycle est la ribulose diphosphate (RuBP) 
carboxylase qui lie le CO2 • Cet enzyme est le facteur de 
contrOle principal du cycle de Calvin. Chaque molécule de 
CO 2 utilisée pour la synthèse du glucose demande la 
participation de 2 NADPH et 3 · ATP. La réaction globale pour 
la synthèse d'une molécule de glucose est la suivante: 
6 RuBp + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H- + 6 CO2 + 12 H2 0 
----~ Cb H120 b + 6 RuBP + 18 ADP + 18 Pi + 12 NADP-. 
1.2. Vision détaillée du photosystème II: 
1.2.1.Fonctions du photosystème II: La première réaction 
photochimique ayant lieu dans le PSII est le transfert d'un 
électron du centre réactionnel excité (P680·) à l'accepteur 
phéophytine <Phéo). Cette séparation de charge peut s'écrire 
tel que: 
P680 Phéo -------~ P680- + Phéo -
Le transfert de l'él~ctron de l'état excité P680- à la 
Phéo s'effectue en moins de 1 ps (Butler et coll., 1983). La 
seconde étape consiste au transfert de l'électron à 
l'accepteur Qa, qui résulte en une stabilisation temporaire de 
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Figure 8. Transport d'électrons dans le PSII. 
la charge (Eckert et coll., 1980). Un schéma en Z montrant 
les différents temps requis pour le transfert de l'électron 
dans le PSII compose la figure 8. L'accepteur primaire Qa 
est une molécule de plastoquinone associée à un atome de fer 
et ancrée à la structure protéique du PSII (Govindjee 
et coll., 1985). Sur réception de l'électron (1 ns), Qa passe 
à la forme anionique semiquinone non-protonée (Satoh 1985). 
Subséquemment, Qa est réo~ydé par l'accepteur secondaire Qb, 
qui accepte deux électrons pour former Qb~- (Velthuis 
1980). L'anion bicarbonate favorise le transfert d'électrons 
entre Qa et Qb (Govindjee et Eaton-Rye 1986). L ' accepteur 
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Qb 2 - est neutralisé en acceptant 2 protons de la phase 
stromatique et devient une plastohydroquinone (quinol). A ce 
stade, la plastohydroquinone est échangée pour une 
plastoquinone membranaire et le cycle recommence. La réaction 
est schématisée par l ' équation suivante: 
--~ 
Ou cOté donneur du PSII, le centre réactionnel oxydé est 
reduit par Z (Barry et coll., 1987). La nature chimique de ce 
donneur n'est pas établie mais il semble que Z soit un résidu 
thyrosine (Barry et coll., 1987). Le transfert d ' électrons 
entre Z et P680 est dépendant de l'état d ' oxydation du COQ, 
tel état étant dénoté par Sn, où n=O, 1,2,3,4 (Brettel 
et coll., 1984). Après un éclair lumineux, le transfert 
d'électrons entre Z et P680 se produit en 50 ns (Govindjee 
et coll., 1985). Le tranfert d ' électrons entre le COO et Z se 
produit en 50us à 800 us dépendamment de l ' état ' S'atteint 
par le COO (Govindjee et coll., 1985). Une description 
détaillée du fonctionnement du COO et des propriétés des états 
'S ' sera donnée plus loin dans cette même section. Finalement, 
le dégagement de l'oxygène ne se produit que lorsque 4 
électrons ont été tirés du COO et ne se produit que dans 1 ms 
après l'oxydation au niveau S4 (Junge et Jackson 1982). La 
figure 8 schématise et résume le transport d'électron dans le 
PSII. 
1.2.2.Composition et structure du photosystème II: La 
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composition du PSII (sans les CCL-II) en molécules actives est 
donnée dans le tablea'~ I. On y retrouve les 50 chlorophylles 
de l'antenne intime du complexe central ayant fonction de 
capter la lumière et l'énergie excitonique et évidemment de 
ce nombre deux chlorophylles forment la paire spéciale P680. 
Il y aurait aussi 2 molécules de phéophytine, dont au moins 
une à pour rOle d'accepter l'électron de P680 (Klimov 1977, 
Ghanotakis et Yocum 1985). Quelques caroténoides se 
retrouvent aussi et leur fonction dans le PSII pourrait être 
de protéger les ~~lorophylles contre la photooxydation, ceci 
s'ajoutant à leur rOle d'antennes accessoires (Anderson et 
Robertson 1960, Plumley et Schmidt 1987). Les trois molécules 
de plastoquinone dénombrées par complexe ont les fonctions 
suivantes: l'accepteur primaire Qa, l'accepteur secondaire Qb 
et finalement un donneur hypothétique entre le CDO et le P680 
nommé D, tel qu'indiqué en figure 8 (Ghanotakis et Yocum 1985; 
Govindjee et coll., 1985). La stru~ture du centre réactionnel 
du PSII a reçu beaucoup d'attention récemment à cause de 
l'avancement énorme réalisé dans l'élucidation de la structure 
du centre réactionnel de la bactérie pourpre 
Rhodopseudomonas viridis par Deisenhofer et coll. (1985). 
L'organisation des pigments dans ce centre réactionnel est 
montrée en figure 9. La similarité des deux polypeptides 
portant ces pigments nommés L et M avec deux autres protéines 
du PSII de masse 32 et 34 kD porte à croire que ces protéines 
proviennent d'un ancêtre commun (Michel et Deisenhofer 1988). 
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TABLEAU 1 
Les composantes du PSII (adapté de G~anotakis et Yocum, 
1985). 





Cytochrome b559 1-2 
La compilation de données spectroscopiques présentée par 
Diner (1986) permit d'arriver à la conclusion que les 
composantes P680, Phéo, et Qa avaient la même position dans la 
membrane que celle montrée pour les composantes similair~s 
dans le centre réactionnel bactérien. Après la réussite 
récente de Nanba et Satoh (1987) à extraire un complexe formé 
des polypeptides de 32 et 34 kD et du polypeptide des cyt b559 
capable d'activité photochimique, il devint acceptable de 
considérer la structure présentée en figure 9 comme modèle 
pour 1 e centre réacti onnel du PSI l (RCI I) (Mi chel et 
Deisenhofer 1988). 
L'analyse par gel d'électrophorèse de membranes 
enrichies en PSII (MEPSII) montre la présence d'une dizaine de 
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Figure 9. Centre réactionnel de Rhodopseudomonas viridis 
(d'après Deisenhofer et coll. 1985). 
de protéines séparées en figure 10 a été établie 
expérimentalement par l'auteur ou encore a été attribuée en 
accord avec les hypothèses courantes (Govindjee et coll.,1985, 
Arntzen et Pakrasi 1986, Cramer et coll.,1986; Beauregard 
et coll., 1987; Beauregard et Popovic 1988). L'arrangement 
spatial des protéines du PSII est schématisé en figure lOB, 
d'après une communication·très récente de J. Anderson (1988). 
De chaque cOté du complexe se trouvent les protéines du CCL 
II, qui sur le gel en figure 10A représente la bande la plus 






des polypeptides de 32 et 34 kD se trouve un hétérodimère de 9 
kD et 4.5 kD liant les cyt-b559 (Cramer et coll. 1986). Tel 
qu'énoncé dans la section précédente, les cyt-b559 sont 
impliqués dans le transport cyclique autour du PSII et il 
semble que cette fonction soit déterminante pour l'activité du 
PSII (Pakrasi et coll., 1988). Puis, à l'arrière du centre 
réactionnel se trouve les protéines formant l'antenne intime 
(Green 1988) composée des sous-unités CP-47, CP-43 et CP-29 
(CP=chlorophyll-protein). Les deux dernières sous-unités du 
PSII qui sont intrinsèques à la membrane comme les précédentes 
sont les polypeptides de 22 et 24 kD. Leur rOle est peu connu 
(Andersson, 1986). Les polypeptides se trouvant au bas du 
PSII, à la surface interne du thylakoide sont les sous-unités 
affectées à l'oxydation de l'eau ou du moins à la régulation 
de cette activité. 
1.2.3.Le complexe de dégagement d'oxygène: Le CDO du 
PSII est localisé à la surface interne du thylacoide (Akerlund 
1983; Seibert et coll.,1987). Il y aurait 6 polypeptides 
impliqués dans le méchanisme d'oxydation de l'eau par le COO. 
De ceux-ci, 4 sont directment associés aux sites actifs du CDO 
(Govindjee et coll., 1985). Leur masse apparente déterminée 
par électrophorèse est environ de 18, 24, 33 et 34 kDa. Les 
deux autres polypeptides sont identifiés CP-47 et Cyt b559 
sur la figure lOB. Leurs·fonctions peut se résumer comme suit 
(Govindjee et coll., 1985, Andersson 1986): 18 kD: protéine 
extrinsèque à la membrane, ayant un rOle dans la régulation du 
chlorure requis pour l'oxydation de l'eau; 24 kO: protéine 
A 
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Figure 10. Polypeptides du PSII. ff) Séparation des protéines du PSII 




IVERSlTE DU QU~BEC 
THESE PRESENTEE A 
t' UN VERSITE DU QUEBEC A TROIS-RIVIERES 
a ME EXIGENCE PART I E LE POUR L'OBTENTION 
D DOCTORAT EN BI OPHYS QUE 
PAR 
MARC BEAUREGARD 
BAC""A:_, UREAT ES SCI E CES (CHIM E, UQTR) 
_ODULATIO DE L ' ~ÇT !VITE ET DE LA STRUCTURE DU 
PHOTOSYSTEME II PAR ,_~§ i ONS SULFIT ' ET SULFATE . 






extrinsèque, rOle dans la ligation du calcium et pour la 
régulation du chlorure re~uis pendant l'oxydation de l'eau; 33 
kO: protéine extrinsèque ayant un rèle dans le maintien des 
atomes de manganèse dans le PSII (Seibert et coll., 1987); 34 
kO: protéine intrinsèque liée aux atomes de manganèse chargés 
de coordinner l'eau pendant l'oxydation; CP-47: 
chlorophylle-protéine intrinsèque ayant un rOle dans l'ancrage 
de 33 kO à la membrane <Bricker et coll., 1988); Cyt b559: 
hétérodimère de 9 et 4.5 kO, portant 2 cytochromes, impliqué 
dans le procédé de phutoactivation du COO (Cramer et coll., 
1986). 
Les atomes de manganèse confinés dans la protéine de 34 
kO sont essentiels à l'oxydation de l'eau (Cheniae 1980; 
Cammarata 1984). Il a été démontré que dans une variété 
d'organismes photosynthétiques, quatre atomes de manganèse 
sont associés à un COO (Cammarata 1984, Kuwabara et Murata 
1983a). Ces quatre atomes coordonnés dans un complexe sont 
les accumulateurs de r.harge qui permettent l'oxydation par 
étapes de l'eau <Wydryzynski 1982). Le complexe formé des 
manganèses serait localisé dans le polypeptide de 34 kO (Fig 
lOB) et les molécules d'eau seraient liées dans une dépression 
de 4 A de large par 2.5 A de profondeur (Radmer et Ollinger 
1983). Les interactions entre les molécules d'eau et le 
complexe de manganèse sont inconnues à ce jour. Les ions 
chlorures sont aussi connus pour leur rOle essentiel dans le 
fonctionnement du cno (Kelleyet Izawa 1978). Il Y aurait 









Les ions chlorures peuvent être remplacés par les ions 
bromures, nitrates, ou iodures dans un ordre è~croissant 
d'efficacité pour l'activité du CDO (Critchley 1982). Bien 
que les sites du chlore n'ont pas été déterminés avec 
précision, il est évident que ces sites démontrent une 
sensibilité à la présence des polypeptides de 33 kD, 24 .kD et 
18 kD (Homann 1987b, Govindjee et coll.~ 1985). Plusieurs 
arguments indiquent que les chlorures sont liés au CDO: le 
chlore interfère avec l'inhibition du CDO par l'hydroxylamine, 
démontrant la proximité des ions chlorure~ et des atomes de 
manganèse (Kelleyet Izawa 1978); les ions fluorures, 
hydroxyles (Kelley et Izawa 1978) et les amines (Sandusky et 
Yocum 1984) compétitionnent avec les chlorures pour leurs 
sites et inhibent le dégagement d'oxygène, ceci se produisant 
à des sites localisés avant le P680 tel que montré à l'aide 
des donneurs artificiels (Kelly et Izawa 1978); la ligation 
du chlore protège le CDO contre le stress thermique et retar~e 
l'inhibition irréversible du dégagement d'oxygène (Coleman 
et coll., 1984). Un modèle pour le mode d'action des 
chlorures dans le CDO a été présenté récemment (Colp.man et 
Govindjee 1987). Deux populations de chlorures ayant des 
fonctions différentes et des sites de liens différents 
seraient impliquées dans le CDO. Un premier type de site 
serait au niveau da la su~face interne du thylacoide, 
précisémment sur des acides aminés protonés de la protéine de 
34 kD. Les chlorures auraient pour mission de faciliter 
l'expulsion des protons dérivés de l'oxydation de l'eau en 
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stabilisant les charges supplémentaires sur des groupements 
tyrosines dues à la présence des protons. Les autres 
chlorures seraient liés sur la protéine extrinsèque et 
auraient un rOle similaire, faciliter la sortie des protons 
vers la solution interne du thylacoide (Coleman et Govindjee 
1987). 
Le rOle du calcium est peu connu bien que les études 
démontrent sa nécessité (Ghanotakis et coll., 1985). Le 
calcium peut restaurer le dégagement d'oxygène après 
l'enlèvement du polypeptide de 24 kD et d'ailleurs, les 
traitements qui enlèvent la protéine de 24 kD provoquent une 
forte dimimution du contenu en calcium du PSII (Miyao et 
Murata 1984). Notons aussi que le calcium est requis pour" le 
processus de photoactivation du CDO (Ono et coll., 1986). 
Les protéines du CDO, avec les co-facteurs manganèse, 
chlorure et calcium ont pour tâche de permettre l'oxydation de 
l'eau, tel que décrit par l'équation suivante: 
2 H2 0 ------? O2 + 4 H+ + 4 électrons 
Cette réaction qui demande environ 1.3 eV pour se produire est 
réalisée en quatre étapes pendant lesquelles le PSII fournit 
en moyenne 0.81 eV pour chacune des quatre étapes (Govindjee 
et coll., 1985). Le modèle à quatre étapes appelées états 
'S' suppose en effet l'accumulation de quatre équivalents 
oxydants dans le CDO (CDO~-CDO~-) créés par l'activité 
photochimique du centre réactionnel. Le phénomène sur lequel 
repose ce modèle à quatre étapes est l'oscillation de période 
quatre dans le dégagement d'oxygène provoquée par des éclairs 
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courts, tel que le présente la figure 11 (Joliot et Kok 1975). 
Chaque éclair provoque l'oxydation du CDO par le P5II 
qui lui retire un électron. La quantité d'oxygène dégagée 
oscille avec une périodicité de quatre, ce qui suggère un 
cycle dans lequel des intermédiaires chimiques (de l'oxydation 
de l'eau) seraient succéssivement dans les états d'oxydation 
de 50 à 54 tel que montré à la figure 12. Le numéro 
accompagnant le sigle 5 indique le nombre d'équivalents 
oxydants enmagasinés dans le CDO à cette étape. Chaque état 5 
est donc différent de une charge. Quand le cycle atteint 
l'état 5~, il a emmagasiné quatre équivalents oxydants et 
alors une molécule de dioxygène est dégagée pendant la 
relaxation de l'état 54 à 50. L'oxydation de l'eau 
implique aussi le largage des protons par le CDO. Le patron 
de largage des protons serait de 1,0,1,2 tel que représenté 
sur la figure 12 (Witt et coll., 1987). Le fonctionnement de 
ce cumplexe implique un environnement protéique et ionique 
déterminé, apporté par les ions calcium, chlorure et les 
protéines extrinsèques du CDO. 
Dans les chloroplastes adaptés en obscurité, les états 5 
existant sont les états 50 et 51. Les états supérieurs 
52 et 5~ se désactivent en moins d'une minute (Joliot et 
Kok 1975). Donc, l'adaptation au noir synchronise les CDO de 
façon à laisser les états-50 et 51 seulement. La 
distribution initiale la plus probable de ces états seraient 
de 25% 50 et 75% 51 (Velthuys et Kok 1978). 50us éclairs 




















numéro de l'éclair 
Figure 11. Intensité du dégagement d'oxygène induit par 
éclairs. 
et finit par laisser lieu à un dégagement d'oxygène constant 
pour tous les éclairs (Fig 11). La périodicité de quatre est 
présentement expliquée par le modèl.e des états S mais la 
l'amortissement de l'oscillation observée après quelques 
éclairs fait l'objet de discussions (Delrieu 1983). 
Cependant, une explication de ce phénomène proposée par 
Forbush et coll. (1971) consiste à attribuer la perte de 
périodicité à une perte d~ synchronisme dans la population des 
PSII. Certains PSII seraient incapables de 
provoquer l'avancement à un état S supérieur, ce ce qui donne 
lieu à des ratés dans le cycle (misses). L'opposé se 
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Figure 13. Modèle de coordination des atomes de 
manganèse par les atomes d'oxygène pendant l'oxydation de 
l'eau. Les protons ne sont pas insérés dans le modèle. 
produirait aussi, c'est-à-dire une double transition 
(double-hit) dans un même PSII. Donc, les ratés retardent 
certains cycles, tandis que les doubles transitions avancent 
les cycles de certains PSII. Les deux phénomènes contribuent 
donc à la perte de synchrônisme entre les CDO et provoque la 
perte de l'oscillation observée au début de l'illumination par 
éclairs. Le mécanisme réactionnel de l'oxydation de l'eau n'est 
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pas élucidé mais quelques modèles ont été mis sur pied pour 
expliquer les faits expérimentaux . La figure 13 décrit un de 
ces modèles par lequel les atomes de manganèse catalysent 
l'oxydation de l ' eau (Brudvig 1987). 
1.2.4.Fluorescence variable du photosystème II: 
L'énergie acheminée au PSII est utilisée efficacement pour 
autant que les électrons soient en mesure de quitter le PSII 
et lui permettent de recommencer le cycle. Cependant, la 
capacité de transport d'électrons secondaire n'est pas 
toujours suffisante pour maintenir les PSII dans un état 
"ouvert". On appelle ouvert un PSII qui a son accepteur à 
l ' état oxydé, par opposition à un centre fermé qui lui possède 
1 
un Qa réduit. Quand l ' accepteur Qa est réduit, alors la 
phéophytine ne peut être oxydée et ceci mène à une 




La recombinaison de charge provoque l ' émission de la 
luminescence de recombinaison qui est dépendante de l'état 
1 rédox de l'accepteur primaire Qa (Schatz et Holzwarth 1986; 
Van Gorkom 1986). Lorsqu'on illumine des chloroplastes 
1 adaptés au noir, la fluorescence émise par le PSII varie en 











transport d'électrons qui contrOle l'état d'oxydo-réduction de 
Qa (Briantais et coll., 1986). La figure 14 montre ce 
phénomène appelé fluorescence "variable" lorsqu'ell~ est 
mesurée sur différentes échelles de temps. Le niveau a est la 
fluorescence constante, émise par les chlorophylles antennes 
pendant le transfert de l'exciton vers le centre réactionnel. 
Cette fluorescence est indépendante de la photochimie du PSII 
(Briantais et coll., 1986; Krause et Weiss, 1984). Les 
transients rapides ayant lieu en quelques secondes (I,D,P) 
sont reliés à la réduction de Qa dans le PSII et aussi à la 
réduction progressive des PQ de la membrane (Briantais 
et coll., 1986). Les transients plus lents (S,M) sont aussi 
liés à l'état rédox de Qa mais décrivent des oscillations dans 
la capacité du transport d'électrons secondaire, du PSI et de 
la demande en NADPH et en ATP du cycle de Calvin (Briantais et 
coll., 1986, Van Gorkom, 1986). On peut isoler le PSII de 
tous ces mécanismes qui influencent la fluorescence variable 
par l'addition d'agent empèchant l'oxydation de Qa par le 
transport d'électrons secondaire. La mesure de fluorescence 
variable en présence de DCMU, un agent de ce genre, permit à 
Melis et Homann (1975) de supposer l'existence de deux types 
de PSII. En effet, la montée de fluorescence dans ces 
conditions est biphasique. La dernière partie de la montée de 
fluorescence se produit avec une cinétique lente, qui est 
essentiellement exponentielle. La première partie rapide est 
plutOt sigmoïdale et représente la majeure fraction de la 
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Figure 14. Fluorescence variable mesurée sur différentes 
échelles de temps avec l'inscription des transients 
caractéristiques. 
supérieure, la fluorescence variable de chloroplastes mesurée 
en présence de DCMU. L'analyse logarythmique de la variation 
dans l'intensité de fluorescence émise montre clairement 
l'existence de deux phases (Fig 15, partie inférieure). La 
première phase rapide n'est pas e~ponentielle et est attribuée 
aux PSII de type ~, tandis que la seconde phase lente 
exponentielle dénotant une cinétique d'ordre 1 serait due à la 
réduction des Qa dans les PSII de type ~ (Melis et Homann 
1975). Les PSII~ seraient localisés dans les granums et dans 
les thylacoïdes stromatiqùes pour les PSII~ (Anderson et Melis 
1983). Les deux formes de PSII n'auraient pas non plus le même 
degré d'association avec le complexe CCL-II extrinsèque (Melis 






Figure 15. Partie supérieure: induction de fluorescence 
en présence de DCMU. Partie inférieure: Analyse logarithmique 
de la différence entre le niveau Fmax et la fluorescence au 
temps t. 
potentiel d'oxydo-réduction de l'accepteur primai .· e du PSII~ 
semble plus élevé que pour le PSII~ et on a rapporté que la 
sensibilité au DCMU était différente d'un type de PSII à 
l'autre (Thielen et Van Gorkom 1981; Hodges et Barber, 1986). 
Récemment, il fut démontré que les centres ~ n'étaient pas 
impliqués dans la réduction du bassin de plastoquinone et donc 
dans le transport d'électrons secondaire (Graan et Ort, 1986). 
Notons ici qu'à moins d'irtdication contraire (section 3.2.5), 
le type de PSII visé dans ce travail est le PSII~. Ce dernier 
est définitivement plus important pour le transport 
d'électrons que le PSII~ (Melis 1985). 
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1.3.But du travail: 
1.3.1.Pollution par le SO~ versus la photosynthèsL: La 
combustion des carburants fossiles tels le charbon et le 
pétrole a entra~né l'émission de grandes quantités de S02 
dans l ' atmosphère. Le S02 ainsi émis est absorbé 
principalement par les plantes et les sols. Une partie du 
SO~ est oxydée dans l'atmosphère pour mener à la formation 
d'acide sulfurique qui retombe sous forme de pluie ~cide 
(Lendzian et Unsworth, 1983). Les précipitations acides sont 
en fait la source majeure de soufre déposé découl~ Jt du S02 
atmosphérique (Jacobson et coll., 1987). Elles entra~nent une 
augmentation du sulfate déposé sur les feuilles et de la 
. 
teneur en sulfate des sols (Lendzian et Unsworth, 1983; Nevell 
et Wainwright 1987). Cet apport en excès de sulfate ralentit 
la croissance des plantes (Rennenberg 1984; Nevell et 
Wainwright, 1987). Le sulfate absorbé par les racines est 
transporté par des protéines porteuses et se retrouve 
subséquemment dans le cytosol des cellules des feuilles 
(Rennenberg 1984). Etant donné que les cellules de racines ne 
semblent pas en mesure de contrOler l ' entrée de sulfate dans 
la plante, les cellules des feuilles peuvent être exposées à 
l'accumulation de sulfate. Ce raisonnement est d'ailleurs 
appuyé par des rapports de Brunold et coll. (1983) et Kylin 
(1960) démontrant une accùmulation de sulfate dans les tissus 
végétaux de plantes recevant un régime de nutrition élevé en 
sulfate (Kylin 1960; Brunold et coll., 1983). 
D' autre part, le SO~ atmosphérique est absorbé 
1 
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directement par les feuiles en entrant par les stomates et se 
dissolvant à la surface humide des cellules du tissus 
foliaire. Le 502 est alors hydraté pour former l'ion 
bisulfite et l'ion sulfite dans un ratio dépendant du pH 
environnant. Le sulfite est un réducteur puissant qui sera 
éventuellement oxydé en sulfate (Nieboer et coll., 1976; 
Garsed 1981). L'absorption de 502 se traduit donc par 
l'entrée des ions sulfite, bisulfite et sulfate dans la 
feuille (Chung 1982). Cependant, l'ion bisulfite est en 
faible concentration dans le cytosol étant donné les 
conditions de pH présentes et l'on observe généralement 
l'accumulation des ions sulfite et sulfate dans le cytosol 
foliaire après absorption de 502 (Garsed 1981; Chung 1982; 
. 
Brunold et coll., 1983; Wellburn, 1985). La concentration de 
ces ions peut augmenter de façon vertigineuse lorsque 
l'exposition au 502 est chronique. Des expériences par 
Marques et Anderson (1986) ont démontré que le sulfate 
s'accumule continuellement et est difficilement assimilé, même 
après l'arrêt du traitement au 502 (Brunold et coll., 1983). 
A ce niveau, il semble acquis ( pour l' "Environmental 
protection agency of U5A" ) que l'accumulation de sulfate dans 
le cytosol est responsable des dommages chroniques dus au 
802 (Rennenberg 1984; Environmental Protection Agency 1976). 
Donc, pour se résumer, t'absorption du 802 atmosphérique 
ou sous forme de pluie acide provoque une entrée excessive des 
ions sulfate et sulfite dans le cytosol foliaire qui semblent 
être responsables de la baisse de croissance observée pour les 
(SOL) 
Figure 16. Absorption du S02 et du sulfate par les 
plantes. 
plantes exposées à la pollution au S02. 
Plusieurs processus cellulaires et différentes organelles 
peuvent être touchés par le S02 (Brunold et coll., 1983; 
Katase et coll., 1983; Malhotra et Khan, 1983), mais 
l'inhibition de la photosynthèse du chloroplaste semble être 
une cause majeure de la baisse de croissance des plantes 
1 (Silvius et coll., 1975; Shimazaki et Sugahara, 1980; Katase 
et coll., 1983). Shimazaki et coll. (1984a,b) et Chung (1983) 
ont montré que le transport d'électrons de la membrane du 
chloroplaste était inhibé par le 502 • Des expériences de 
fumigation au S02 ont permis de localiser le site 
d'inhibition dans la membrane au niveau du PSII (Shimazaki et 
Sugahara, 1980; Brunold et coll., 1983; Shimazaki et coll., 
1984a). L'impact du chlore sur cette inhibition montré par 
Miszalski (1983) ainsi qu'une étude de fluorescence variable 
raportée par Shimazaki et coll. (1984a) ont permis de proposer 
que le complexe de dégagement de l'oxygène du PSII était 
atteint après l~ fumigation au S02. 
Il semble bien que l'accumulation de sulfate et 
sulfite dans li : cytosol causée par la pollution au S02 
puisse être à l'origine de ces observations. Ces deux ions 
sont acheminés vers le chloroplaste pour y être assimilés par 
transport et diffusion (Hampp et Ziegler 1977, Rennenberg 
1984; O'Connor et coll., 1986). Le taux d'entrée est donc lié 
à la concentration des ions dans le cytosol. Cette 
concentration étant augmentée par le S02, il en découle une 
1 entrée excessive de sulfate et de sulfite dans le 
chloroplaste. Lé surplus de sulfate et de sulfite dans le 
chloroplaste peut entra~ner une inhibition de son activité. En 
effet des expériences in vitro avec des chloroplastes isolés 
par Marques et Anderson (1986) et par Silvius et coll. (1975) 
montrent que le sulfate et le sulfite diminuent l'activité en 
dégagement d'oxygène et peuvent mener à une diminution de 
croissance de la plante. ·Le sulfite entra~ne une baisse 
d'activité du chloroplaste (Cerovic et coll., 1982; Marques et 
Anderson, 1982) et l'inhibition du PSII (Daniell et Sarojini, 













Cellule végétale de feuille 
Figure 17. Entrée du sulfate et du sulfite dans la 
cellule végétale. 
De son cOté, le sulfate inhibe aussi l ' activité du 
chloroplaste et son PSII (Silvius et coll., 1975; Sinclair 
1984). Les travaux de Sandusky et coll. (1983) avec des 
membranes enrichies en PSII ont indiqué que le CDO du PSII 
était inhibé par le sulfate mais protégé de cet effet par 
l'ion chlorure. L'effet du sulfate et du sulfite sur le 
PSII corrobore les résultats d'expériences de fumigation au 
S02 et explique un effet de la pollution au S02 sur la 
photosynthèse. Il semble donc que l'effet de sulfate et du 
sulfite sur le PSII est un mécanisme d'inhibition du S02 sur 




1.3.2.0bjectifs et importance du projet de thèse: 
Etant donné l'importance du problème et le peu de 
compréhension fondamentale de l'effet du sulfate et ~u sulfite 
sur le PSII, je vise comme premier objectif: 
A-Caractériser l'effet du sulfate et du sulfite sur les 
fonctions et la structure du PSII. 
En ce qui regarde l'effet du sulfite, on n'a pas encore 
localisé son site d ' effet sur le PSII ni vérifié une 
éventuelle modification des protéines du complexe du PSII 
(d ' ailleurs, sa sensibilité au sulfite a été contestée par 
Cerovic et coll. (1982). Le mode d'inhibition du sulfate est 
quelque peu mieux connu. Cependant, aucune étude n ' a été faite 
sur le transfert d'électrons du PSII au delà du cno et rien 
n ' est encore publié sur un éventuel effet du sulfate sur la 
structure du PSII. L'importance de cet objectif réside 
dans le fait qu'il peut apporter une compréhension 
fondamentale d ' un effet important de la pollution au SO~ sur 
la photosynthèse. Cette compréhension fondamentale est 
nécessaire pour établir des stratégies visant à contourner les 
effets néfastes du SO~ sur la photosynthèse des plantes. 
Elle apportera les paramètres essentiels pour: une 
augmentation éventuelle dè la résistance du chloroplaste au 
S02 par manipulation génétique; un meilleur choix des 
espèces selon les propriétés chimiques du stroma de leur 




caractéristiques de fonctionement de leur PSII; 
l'établissement d'un régime de croissance préventif ( 
fertilisation contre l'effet du SO~ sur le PSII. La 
compréhension fondamentale détaillée de l'effet du sulfate et 
sulfite sur le PSII permettra éventuellement d'améliorer la 
résistance de la photosynthèse du chloroplaste et ce, d'une 
façon logique et rigoureuse. 
Le second objectif de mon projet de recherche est 
B -Contribuer à la compréhension du rOle des sites actifs et 
des protéines du PSII dans son efficacité photochimique. 
En dépit des dix dernières années de recherche intensive sur 
les fonctions des polypeptides du PSII en relation avec les 
centres actifs, les relations structure-fonction du PSII sont 
connues avec peu de précision (comparer Govindjee et coll., 
1985; Homann 1987b; Nanba et Satoh 1987). La compréhension des 
fonctions sensibles du PSII comme celles impliquant les ions 
chlorure, calcium et bicarbonate est de première importance 
pour une éventuèle modulation de l'activité photosynthétique 
via le contrOle du contenu ionique du stroma. De même, les 
polypeptides, et surtout les polypeptides extrinsèques ont un 
impact prédominant sur la collaboration entre le PSII et la 
solution intra-stromatique pour l'oxydation de l'eau. Leur 
rble dans 1 "oxydation de 1 "eau reste encore à établir. Je 
veux utiliser l"effet modulateur des ions sulfate et 
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sulfite pour expliquer le fonctionnement du PSII en 
précisant les relations structure-fonction dans ce complexe. 
La réalisation de cet objectif me permettra de contribuer à un 
thème de recherche fondamental en pleine effervescence, 









2.1. Choix et préparation du matériel biologique: L'orge 
(hordeum vulgare) sera utilisé dans ce projet parce que: c ' est 
une plante de type C~ représentant le plus vaste contingent 
d ' ~~pèces dans les p~antes supérieures; c'est une plante 
facile à cultiver d'une façon homogène qui permet des 
résultats très reprJductibles; et finalement, c ' est une espèce 
de la famille des graminées, dont l'importance agricole est 
primordiale. De plus, les chloroplastes des plantes C~ sont 
homogènes en ce qui a trait aux propriétés des photosystèmes 
II, ce qui n'est pas le cas pour les espèces du type C4 
(Popovic et coll., 1987a,b). Les semences utilisées 
proviennent du marché local et sont cultivées sur vermiculite. 
Les plantes sont arrosées quotidiennement avec l'eau courante 
et illuminées en permanence (sauf lorsque spécifié) par une 
lampe au sodium à haute pression (Phillips) délivrant une 
intensité au niveau des plantes de 40 mW/cm~. Les feuilles 
peuvent cro~tre normalement sous ces conditions pendant 9-10 
jours. Cependant, la récolte de feuilles pour expérimentation 
se fait le 7e jour, quand l'activité optimale des PSII a été 
observée. 
2.1.1.Isolation des chloroplastes: Les chloroplastes 
brisés utlisés dans ce travail sont isolés sel a n une méthode 
courante tel que décrit en figure 18 A (Walker 1975). Pour 
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l"extraction, les segments "ouverts" des feuililes d"orge sont 
sélectionnés et rincés à 1 "eau distillée. L~s segments sont 
ensuite coupés en section de 0.5 cm et mélangés à la solution 
de broyage dont la composition est donnée en figure 18 A. Une 
masse de 100 g de feuilles est utilisée et broyée dans 250 ml 
de solution à 4~C. Le broyage est fait dans un mélangeur 
domestique (doté de lames supplémentaires) à haute vitesse 
pendant 10 s. La suspension résultante ~st filtrée à l"aide 
d"un tamis doté de pores de 25 ~m de diamètre, ce qui laisse 
passer les chloroplastes libérés. La sJspension de 
chloroplastes est centrifugée rapidement afin de séparer 
ceux-ci des enzymes libérés lors du broyage et aussi des 
débris cellulaires de petites dimensions. Les chloroplastes 
sont ensuite resuspendus dans un volume minimal de solution de 
resuspension hypotonique (sans sorbitol). A cette étape, les 
chloroplastes éclatent, libérant le compartiment stromatique 
et exposant les thylacoïdes à la solution. Une dernière 
centrifugation permet de séparer les chloroplastes brisés du 
contenu stromatique. La composition des solutions utilisées 
est tirée de Walker 1975. Le temps total entre le broyage des 
feuilles et la dernière centrifugation ne dépasse pas 15 min 
et toutes les opérations sont faites sur glace. L"examen au 
microscope, la composition en protéines (figure 19) et la 
mesure du transport d"éleètrons dans le PSII par dégagement 
d"oxygène (200-300 pmol 02/mg chI h) indiquent que les 
chloroplastes sont de qualité adéquate (Walker et coll., 
1987). 
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2.1.2.Extraction de membranes enrichies en photosystèmes 
II: Les traitements au sulfite et au sulfate ont été aussi 
étudiés à l'aide de membranes granaires enrichies en PSII 
(MEPSII). Ces membranes permettent d'étudier les fonctions du 
PSII indépendamment du PSI, de contrèler le pH environnant les 
deux cètés des PSII et de contrèler la concentration d'ions en 
éliminant les phénomènes de perméabilité membranaire. D'autre 
part, cette préparation permet de garder le PSII à l'intérieur 
de son environnement lipidique qui est déterminant sur ses 
fonctions (Horvath et coll., 1987). Les membranes seront 
préparées selon une méthode dérivée de Ikeuchi et Inoue 
(1986). L'isolation des MEPSII à partir des thylacoïdes est 
détaillée en figure 18 B. Les thylacofdes sont mis dans la 
solution 4% Triton X-l00 à une teneur de 1 mg chI et une 
température de 2-4a C. Le temps d'exposition au Triton est 
de 20 min sous agitation faible. Après ce traitement, la 
suspension est centrifugée à basse vitesse pour retirer les 
débris et l'amidon relachés par la digestion des chloroplastes 
brisés. Le surnageant est centrifugé de nouveau à haute 
vitesse (30000g x 30 min) pour séparer les MEPSII de la 
solution de Triton. Les MEPSII sont finalement dilués dans 
une solution 0.4M sucrose, 40 mM Mes (pH 6.0) et 10 mM 
CaCI 2 • L'activité en dégagement d'oxygène supportée par le 
dichlorobenzoquinone (DCBQ) comme accepteur d'électrons 
exogène est de 650-800 ~mol 02/mg chI h. La pureté de cette 
préparation a été évaluée par électrophorèse sur gel de 
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Figure 18. A) Préparation des chloroplastes brisés; 
B) Extraction des MEPSII. 
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la composition en protéine des chloroplastes brisés (thyl) et 
celle d~s MEPSII (PSII sur la figure) est montrée en figure 
19. On peut y constater l ' absence des polypeptides associés 
aux autres complexes de la membrane (PSI, Cyt b6/f et ATP-ase= 
CF) et l ' enrichissement en protéines du PSII. L'attribution 
des bandes de protéines pour les MEPSII est réalisée sur la 
base des travaux exécutés par l'auteur et de la comparaison 
des résultats publiés sur le sujet (Ghanotakis et coll~, 1987; 
Takahashi et coll., 1988) . La nomenclature des autres bandes 
de rrotéines provient de l ' étude comparative de plusieurs 
travaux rapportant une telle analyse (Hoyer-Hansen et coll., 
1988; Ortiz et coll., 1985, Lam et Malkin 1985, Machold et 
Meister 1979). 
2.1.3.Culture des algues Dunaliella bardawil: La section 
3.2.5. traite de l'effet du sulfate dans l'algue 
Dunaliella bardawil. L'intérêt de ces algues vient du fait 
que l'espèce Dunalielli. démontre une capacité d'adaptation au 
sulfate (Gimmler et Weiss, 1987). Les algues utilisées ici 
proviennent de la collection du Dr. Ben-Amotz, Haifa Israël. 
Elles ont été cultivées dans un milieu marin artificiel 
contenant 0.25 M chlorure de sodium (Ben-Amotz et Avron, 
1983). Les algues ont été soumises à un éclairage fluorescent 
continuel (Phillips TL, 40 W) à une température de 25°C, 
avec agitation faible. Les algues ont été conduites en phase 
exponentielle de croissance préalablement aux traitements. 
La quantité de matériel photosynthétique utilisé pour 
les analyses est communément exprimée en mg de chI. Pour ce 
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Figure 19. Séparation des protéines des chloroplastes 
brisés (thyl) et des MEPSII (PSII). La bande de droite est 
composée de protéines contrOles. 
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faire, la chI est extraite dans 80i. acétone et quantifiée par 
spectrophotométrie (Jensen 1978). 
2.2. Traitement au sulfite et sulfate: Le contre-ion sodium 
est choisi pour son inertie relative envers l'activité du PSII 
(Blough et Sauer, 1984; Ghanotakis et coll., 1985; Ono 
et coll., 1986a). L'anion sulfate est assez stable, a un très 
faible caractère basique (pKb = 12.1) et en conséquent 
n'impose pas de précautions particulières (Weast, 1981). Ce 
n'est pas le cas pour le sulfite. C'est un réducteur puissant 
(E= +0.93 V) et une base assez forte (pKb= 7) pour déranger le 
pH d'une solution aqueuse lorsque concentré (Weast 1981). Le 
pH des solutions de sulfite est donc ajusté après l'addition 
du sulfite. Il faut donc réaliser qu'à pH 7.0, on aura en 
solution le sulfite et le bisulfite (sulfite protoné) en 
proportion égale. Afin d'assurer la présence du sulfite, il 
sera nécessaire de maintenir le pH au dessus de 7.0. Le 
potentiel réducteur du sulfite lui permet de réduire 
l'oxygène, le manganèse en état 2+ et d'autres agents 
oxydants présents dans le chloroplaste (Cotton et Wilkinson 
1980). Cette facette de la chimie du sulfite et sa 
signification pour le temps de vie de cet anion dans le 
chloroplaste seront d'ailleurs mises en évidence dans la 
section 3.1.1 •• 
Les traitements au sulfate et sulfite seront fait par 
incubation des chloroplastes brisés ou des MEPSII. Les 
conditions de traitement sont les suivantes sauf lorsque 
43 
spécifié: 200 pg en chI de matériel photosynthétique par ml 
de solution, agitation faible, lumière verte faible et 
température 0-4°C. 
Les traitements de feuilles entières sont faits par 
infiltration sous vide. Pour ce faire, les segments de 
feuilles (2 cm de long, sélectionnés à 3 cm du bout de la 
feuille) sont déposés à la surface d'une solution de sulfate 
de sodium tamponnée, en noirceur et sous vide (par courant 
d'eau). Le vide aspire l'air contenu dans les méats et les 
stomates des feuilles pour y faire entrer la solution. Ceci 
accélère l'absorption de la solution par les cellules 
végétales. 
Le traitement au sodium de sulfate sur les algues 
Dunaliella bardawil consiste à ajouter la quantité de sel 
adéquate dans le milieu de croissance sans interrompre 
l'exposition à la lumière. De cette façon, la physiologie des 
algues n'est pas modifiée ce qui permet d'étudier les 
mécanismes de résistance au sulfate dans ces algues. 
2.3. Méthodes analytiques: 
2.3.1.Séparation des protéines pas électrophorèse: 
L'effet du sulfate et sulfite sur la structure sera évaluée 
par électrophorèse sur gel de polyacrylamide selon une méthode 
adaptée permettant une sé~aration optimale des polypeptides du 
PSII (Volker et coll., 1985). Après les traitements au 
sulfate et sulfite, les chloroplastes ou MEPSII sont dilués à 
1 mg/ml dans une solution de digestion composée de : 10% 
1 
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mercaptoéthanol, 2 ï. dodécyl sulfate de sodium (Sigma Chem. 
L-4509), 20 ï. sucrose, 1 mM EOTA et 10 mM Trizma (pH 7.0) et 
incubés pendant 30 min cà température de la pièce. Puis, des 
aliquots de 15-30 ul de suspension sont déposés sur un gel de 
rapprochement cà 5 ï. polyacrylamide composé de 5 ï. 
acrylamide, 0.13 ï. bis-acrylamide, 0.1 M tris (pH 6.8), 0.1 ï. 
SOS, 0.025 ï. ammonium persulfate et 16 ~l Temed/ 10 ml de gel. 
Ce gel est superposé au gel de résolution cà 15 ï. 
polyacrylamide composé de : 15 ï. acrylamide, 0.4 ï. 
bis-acrylamide, 1 M Trizma (pH 9.1), 0.1 ï. SOS, 0.125 ammonium 
persulfate et 16 pl Temed/ 40 ml de gel. L'utilisation de ce 
système discontinu permet une augmentation de la résolution 
des bandes de protéines (Hames et Rickwood 1981). De plus, 
6 M urée sont présents dans les deux gels, afin d'augmenter la 
netteté des bandes qe protéines du PSII dans la région de 
30-35 kOa (Kyle et coll., 1983). Les deux gels sont montés 
entre Jeux plaques de verre dans un cadre de moulage 
commercial (LKB slab gel apparatus). Puis, les protéines 
chargées par le sulfate dodécyl de sodium sont soumises cà un 
champ électrique de 10 mA pendant 12 heures cà l'aide d'un 
générateur de courant LKB no.2197. Les protéines ainsi 
séparées sont colorées au bleu de coomassie R-250 ( Sigma 
Chem. B-0630) par la méthode habituelle (Hames et Rickwood 
1981). Le gel coloré révêle la présence des polypeptides du 
thylacoïde dont la plupart ne sont pas visibles avant 
coloration (exemple de gel coloré en Fig. 19, p. 41b). La 
comparaison de la sensibilité du bleu de coomassie avec celle 
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offerte par la coloration à l'argent (plus onéreuse) n'a 
démontré aurune différence notoire. La densité de coloration 
des bandes de protéines a été mesurée à l'aide d'un 
densitomètre Clifford Densicomp model-445 à balayage. 
2.3.2. Dégagement d'oxygène par polarographie en continu 
et par éclairs: A un potentiel de - 0.6 V jusqu'à - 0.9 V, 
la surface du platine catalyse la réduction de l'oxygène. La 
réaction globale peut s'inscrire comme suit: 
La réduction de l'oxygène à l'électrode de platine génère 
un courant qui peut ~tre détecté à l'aide d'un potentiomètre 
(Delieu et Walker 1972). L'augmentation de la concentration 
d'oxygène en solution conséquente à l'activité 
photosynthétique est .proportionnelle au transport d'électrons 
lorsque mesuré en continu. L'électrode utilisée pour cette 
mesure est de type "Clark" CDelieu et Walker 1972). 
L'électrode combinée est séparée de la suspension biologique 
par une membrane oerméable à l'oxygène CVellow Spring Instr.). 
Le contact électrique est assuré par une solution mi-saturée 
de KCl. De cette façon, on peut ajouter au matériel 
photosynthétique des accepteurs d'électron exogènes qui 
soutiennent le transport d'électrons. La membrane empêche 
les accepteurs de se réduire à l'électrode ce qui pourrait 
biaiser la mesure d'oxygène. 





à laisser équilibrer la température de la suspension 
~ 1 
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biologique entre 2 et 5 min sel~~ l ' écart entre la température 
de l ' échantillon et la température de l'électrode maintenue 
constante à 25c C. Pour la mesure avec les algues, on 
éclaire immédiatemment la suspension à l'aide d'un projecteur 
d ' intensité non-saturante pendant 3 min. Pour la mesure du 
dégagement d'oxygène des thylacoïdes on ajoute les accepteurs 
ferricyanure de potassium (FeCN) ,ou para-benzoquinone (p-BQ). 
Ces agents ont un potentiel redox permettant l'oxydation du 
bassin de plastoquinones (Brauregard et Popovic 1987) et 
soutiennent le dégagement d'oxygène pendant 2-5 min. On 
ajoute un aliquot de FeCN pour avoir une concentration finale 
de 2-4 mM dans la solution de mesure, 10 sec avant 
l'illumination. De même, pour la p-BQ, on mesure le 
dégagement dans 0.25-0.75 mM. Le chlorure d ' ammonium est 
ajouté à la solution au début de l'illumination afin 
d'éliminer la formation d'un gradient de protor.s nécessaire à 
la photophosphorylation. L ' accumulation de protons à 
l'intérieur du thylacoïde ralentit l'activité du CDO, ce qui 
est à éviter (Delieu et Walker 1972). La mesure de dégagement 
d'oxygène des MEPSII requiert aussi la présence d'un 
accepteur d ' électron exogène. On ajoutera 0.3-0.6 mM 
2,5-dichlorobenzoquinone (DCBQ) ou 2-4 mM FeCN selon le cas 
pendant la mesure. 
La mesure de l'oxygène produite conséquemment à de courts 
éclairs (5 psec) permet de faire avancer pas à pas les 
détecter le passage des cno vers les états (nommé S) 
1 
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supérieurs. Elle ne permet pas de mesurer le transport 
d'électrons mais plutOt une investigati6n du mécani~~e de 
l'oxydation de l'eau (Joliot et Kok 1975). L'élect~ode 
utilisée pour ce travail est dépourvue de membrane, ce qui lui 
confère une vitesse de réponse supérieure (Meunier et Popovic 
1988a,b). Cependant, l'utilisation d'accepteurs exogènes est 
sujette à induire un artéfact important. Cette méthode ne 
sera appliquée que pour les thylacoïdes tel que djscuté en 
section 3.2.3. Les thylacoïdes sont centrifugés après les 
traitements, puis adaptés en noirceur pendant 10 min. Ils 
sont dilués dans une solution de mesure comprenant: 0.1 M 
sucrose et 0.36 M KCI, puis sont soumis à la mesure. Un 
volume de 80 ul de solution à 100 pg chI/ml en thylacoïdes est 
déposé sur l'électrode de platine. Puis, un gel à 30 % en 
polyacrylamide est déposé sur la solution, ce qui fixe 
l'épaisseur de l'échantillon et assure le contact électrique 
entre les deux électrodes (Meunier et Popovic 1987a). Puis, 
l'électrode est polarisée à - 0.74 V relativement à 
l'électrode de référence. Les éclairs sont fournis par une 
lampe au xénon FX 249 déclenchée par un module "Lite-Pac" FY 
712 (EG G electro-optics div.). La fréquence est de 10 Hz, ce 
qui permet un temps suffisant entre les éclairs pour la mesure 
et pour l'avancement des états S (Meunier et Popovic 1988a,b). 
Le nombre total d'éclairs est de 15, après quoi la capacité 
oxydante de la membrane est affaiblie. La tension sortant de 
l'amplificateur trans conductance est mesurée par un 
convertisseur analogue digital relié à un microordinateur 
1 
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IBM-PC (Meunier et Popovic 1987a). Le dégagement d'oxygène 
induit par un éclair 'n' (Y n ) peut être exprimé par 
l'équation suivante: 
Les paramètres a1-4 (appelés coefficients sigma) sont 
fonction des ratés et des doubles-transitions. Les 
pourcentages de ratés et de double-transitions doivent être 
approximés de façon à ce que les Yn évalués 
expérimentalement vérifient l'équation (Delrieu et Rosengard 
1987) • La détermination des coefficients sigma est réalisée 
par régression linéaire à plusieurs variables (Kleinbaun et 
Kupper 1978). La relation entre la probabilité moyennes des 
ratés (<<) et les coefficients sigma est exprimée par 
l'équation suivante (Lavorel 1976): 
2.3.3.Transport d'électrons par colorimétrie: La 
réduction du dichlorophénol indophénol (DCPIP) provoque un 
changement d'absorbance à 600 nm observable à l'aide d'un 
spectrophotomètre standard (Pye-Unicam SP6-450). Les 
thylacoïdes sont resuspendus dans 0.1 M sucrose, 30 mM Hepes 
(pH 7.5), 10 mM NaCl et 5G uM DCPIP. Puis 2 ml de cette 
solution sont déposés dans une cellule placée dans le 
spectrophotomètre en absence de lumière. Une fois que les 
thylacoïdes ont reposé 2 min dans ces conditions, 
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l'échantillon est illuminé à l'aide d'un faisceau 
polychromatique placé au-dessus de l'échantillon. La lumière 
est filtrée au photomultiplicateur par un filtre CS2-63 ne 
laissant passer que la lumière de 600 nm et plus. Pendant 
l'illumination, l'absorbance à 600 nm est enregistrée. Le 
transport d'électrons est évalué par le taux de changement 
d'absorbance (Popovic et coll., 1979). L'utilisation de DPC à 
0.5 mM permet de réduire P680 en passant outre le CDO et de 
mesurer le transport d'électrons indépendamment de l'état de 
CDO (Muallem et Izawa 1980). 
2.3.4.Activité photochimique par fluorescence variable: 
Les courbes de fluorescence variable sont mesurées à l'aide 
d'un fluorimètre à sphère intégrante (Morissette. et coll., 
1988). Pour les chloroplastes, · la ·solution de mesure consiste 
en: 0.4 M sucrose, 10 mM Hepes et 5 mM MgCI~. Les 
échantillons pré-adaptés au noir pendant 10 min sont dilués 
dans la solution de mesure à 10 pg chI/ml à température de la 
pièce. L'illumination verte est fournie par une lumière 
polychromatique filtrée par les filtres CS 4-96 et CS 3-71 
cp. qui permet une illumination plus homogène des PSII des 
granums. La fluorescence émise est captée par un détecteur 
optique Devar 539-01-5 après une sélecton de la fluorescence à 
l'aide des filtres CS-2-64 et CS-7-59 (Morissette et coll., 
1988). Le signal de fluorescence est préamplifié 100 fois et 
acheminé à un convertisseur analogue-digital (Northwest Instr. 
Syst. Scope-85). La valeur de la fluorescence constante Fa 
est évaluée par l'extrapolation des 20 premières ms de 
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Figure 20. Fluorescence variable de chloroplastes 
traités au DeMU et aire complémentaire. 
fluorescence à l'ordonnée (Morissette et Popovic 1987). La 
fluorescence variable normalisé~ est exprimée par Fvn = (F(t) 
Fo)/ Fo où F(t) est la fluorescence totale au temps t. 
L'addition de DeMU aux chlor~plastes inhibe l'oxydation 
de Qa par l'accepteur Qb, ce qui isole la photochimie du PSII 
des autres mécanismes influençant l'état rédox de Qa (Melis 
et Homann 1975; Briantais et coll., 1986). L'aire au dessus 
des courbes de fluorescence variable (aire complémentaire) 
évaluée en présence de DeMU est proportionelle au nombre de 
Qa à réduire dans les PSII (Lavarel et coll., 1986). L'aire 
complémentaire (voir figure 20) a été évaluée par 
l'intégration de Fmax - FCt) dt, ce qui correspond à l'aire 
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comprise entre la courbe de fluorescence F = F<t> - Fo et le 
niveau maximal, Fmax (Melis et Homan~f 1975). Fmax est obtenu 
aprés 2 sec d'illumination de chloroplastes traités au DCMU 
(Bell et Hipkins 1985). Les valeurs de K~ ont été évaluées 
par les pentes des transients lents du graphique 
semi-Iogarithmique de l'accroissement de l'aire (1- A(t)/ 
Amax} au dessus de la courbe de fluorescence mesurée en 
présence de DCMU (Melis et Homann, 1975). Ces pentes 
correspondent au taux de réduction des Qa par les PSII b 
(Melis 1985). La valeur de K~ a été évaluée par soustraction 
de la phase ~ tel que publié par Owens 1986. Amax représente 
l'aire complémentaire totale tandis que A(t> est l'aire cernée 
au temps t. La contribution des PSII~ à la fluorescence 
totale, ~max, est obtenue de l'intercept de la phase lente 
avec l'ordonnée (Melis et Homann, 1975>. 
Pour les mesures de fluorescence variable dans les 
feuilles intactes, la lumière d'excitation provient d'un laser 
He-Ne avec longueur d'onde d'émission de 633 nm. Les feuilles 
sont adaptées 10 min en obscurité avant les mesures. La mème 
source lumineuse a été utilisée pour les algues 
Dunaliella bardawil. Les algues ont été adaptées au noir 
pendant 10 min et soumises aux mesures dans la solution de 
croissance (Ben-Amotz et Avron, 1983) avec différentes 
concentrations de sulfate·de sodium. 
2.3.5.Transfertd'énergie par fluorospectroscopie: Les 
spectres de fluorescence à température de la pièce ont éte 
enregistrés de 650-750 nm avec un fluorimètre équipé d'un 
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analyseur optique à multicanaux OMA-2 (Sironval et coll., 
1984). La fluorescence est captée par un détecteur ISIT relié 
à un système informatisé OMA 2. Chaque spectre est accumulé 
en utilisant les 500 canaux de la cible ISIT (matrice de 
diodes) pendant 20 ms. Les segments de feuilles sont fixés à 
l'extrémité d'une fibre optique reliée à la matrice de diodes 
capteuses. L'excitation des complexes chlorophylle-protéine 
est induite à l'aide d'un laser He-Ne de À max = 632.8 nm. 
L'intensité au niveau de la feuille est de 60 mW/cm2 • Le 
spectre final est exprimé par la somme de 10 balayagFs pour un 
enregistrement total de 2 sec (20 ms/balayage). 
Les spectres à basse température ont l ' avantage d'être 
résolus pour les trois complexes CCL-II, PSII et PSI. De" 
plus, étant donné que le transport d'électrons est bloqué à 
77K, la fluorescence est liée seulement à la densité d'exciton 
dans les complexes (Krause et Weiss 1984). Pour les mesures, 
un spectrofluorimètre Zeiss doté d'un photomultiplicateur EMI 
95589 a été utilisé (Sironval et coll., 1968). Les algues (10 
ug chI/ml) sont immergées dans l'azote liquide et soumises à 
une illumination fournie par une lampe quartz-iode 
sélectionnée par un filtre interférentiel Wood ( ~ max= 436 
nm). L ' émission de fluorescence est enregistrée de 600 à 750 
nm. 
CHAPITRE 3 
RESULTATS ET DISCUSSION 
3.1. Effets du sulfite sur le photosystème II 
3.1.1.Inhibition du dégagement d ' oxygène du 
photosystème II par l'ion sulfite: Plusieurs études 
traitant de l'effet inhibiteur du S02 sur la photosynthèse 
ont été réalisées (Sylvius et coll., 1975; Daniell et 
Sarojini 1981; Malhotra et Khan 1983). Il a été démontré 
que les réactions photochimiques ayant lieu dans le 
chloroplaste sont une cible de l'effet néfaste du S02 
(Malhotra et Khan 1983). Le dioxyde de soufre absorbé de 
l'atmosphère est converti en sulfite dans la cellule 
végétale (Daniell et SaroJini 1981, Cerovic et al 1982). 
Récemment, l'étude de l'effet du sulfite sur les réactions 
photosynthétiques primaires permit l'identification des 
sites d'effet du sulfite ( Cerovic et coll., 1982; Shimazaki 
et coll., 1984b). Il a été démontré que l'activité en 
dégagement d'oxygène du chloroplaste était sensible à la 
présence du sulfite. Cependant, l'amplitude de l'inhibition 
due au sulfite demeure un point de dispute (Silvius 
et coll., 1975; Daniell et Sarojini 1981) et est même 
réfutée (Cerovic et coll.; 1982). La présente section a 
pour but de déterminer: 1- est-ce que le PSII est sensible 
au sulfite? et 2- est-ce que la chimie du sulfite en 
solution affecte la mesure de dégagement d'oxygène par 
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polarographie dans les chloroplastes 7. 
Les mesures présentées sont faites à l'aide de 
chloroplastes d'orge isolés tel que décrit dans le chapitre 
2. Ces chloroplastes brisés furent mis en présence d'une 
solution composée de: 0.33 M sorbitol, 50 mM Hepes (pH 7.5), 
2 mM EDTA, 1 mM MgCI 2 , 1 mM MnC1 2 et 10 mM NaHCO~ que 
ce soit pour les traitements au sulfite de sodium ou pour la 
mesure de dégagement d'oxygène. Le dégagement d'oxygène est 
mesuré tel que décrit dans le chapitre 2. 
La figure 21 montre l'activité en dégagement d'oxygène 
dans les chloroplastes et l'effet de l'addition de sulfite 
de sodium pendant la mesure d'activité. Les numéros entre 
parenthèses indiquent la quantité d'oxygène dégagé en 
umol/heures mg chI. Apparamment, une concentration égale à 
0.3 mM en sulfite fut suffisante pour arrêter le dégagement 
d'oxygène. Lorsque le FeCN fut utilisé comme accepteur 
d'électrons au ~ . ieu du p-BQ, un effet similaire fut 
enregistré (résultats non-montrés). L'effet du sulfite, 
similaire à ce qui à été observé dans le passé, peut être 
interprété ~omme le résultat de l'interaction du sulfite 
hautement réactif avec le PSII (Silvius et coll., 1975, 
Daniell et Sarojini 1981). Une autre façon de voir la 
nature de cet effet est de considérer l'instabilité du 
sulfite en solution aqueu~e (Garsed 1981, Nickless 1986). 
Afin de vérifier la stabilité du sulfite dans la solution 
baignant les chloroplastes, l'interaction du sulfite avec 
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Figure 21. Effet du sulfite de sodium sur le 
dégagement d'oxygène des thylacoïdes. La flèche ouverte 
indique le début de l'illumination. La flèche noire indique 
le moment de l'addition du sulfite de sodium. 
étudiée. La figure 22 démontre la consommation de l'oxygène 
par le sulfite, dans la solution de traitement en absence de 
chloroplastes. Lorsque le~ accepteurs d'électrons sont 
ommis de la solution, l'oxygène présent fût complètement 
éliminé de la solution en moins d'une minute après 
l'addition de sulfite de sodium. Lorsque le sulfite était 
ajouté en présence d'accepteurs d'électrons, la consommation 
de l'oxygène fût diminuée. Ceci suggère que le sulfite 
réagit avec l'oxygène et avec les accepteurs artificiels 
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Figure 22. Effet du sulfite sur la concentration de 
l'oxygène en solution en présence ou non d'accepteurs 
exogènes. La flèche indique le moment de l'addition du 
sulfite de sodium. 
L ' importance de la nature chimique du sulfite dans cet 
effet est mise en évidence par la figure 23. La protonation 
du sulfite en bisulfite diminue son potentiel réducteur 
drastiquement (Cotton et Wilkinson 1980). On peut voir sur 
la figure 23 que la consommation d'oxygène est reliée à la 
présence du sulfite et à son potentiel réducteur. Le 
bisulfite présent à pH inférieur à 7 est incapable d'induire 
un tel effet. Puisque les mesures de dégagement dans les 
chloroplastes se font à pH légèrement alcalin, l'ion présent 
en solution est bien le sulfite. Les résultats montrés ici 
indiquent que le sulfite peut modifier l ' interprétation de 
résultats obtenus par polarographie de l'oxygène. La figure 
24 démontre l'effet du sulfite sur l'interprétation de 
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Figure 23. Effet du pH sur la concentration 
d'oxygène en solution en présence de 10 mM sulfite de 
sodium. 
exogènes ajoutée, la quantité de sulfite nécessaire pour 
"inhiber" le PSII pas •• d. 0.1 mM ~ O.~ ~M. Cê~i cênflrme 
que l'instabilité du sulfite en solution peut être à la base 
des résultats contradictoires présentés auparavant CCerovic 
et coll., 1982; Daniell et Sarojini 1981). 
Etant donné que le sulfite a un potentiel réducteur de 
+0.93 V, il lui est possible de réduire le dioxygène (Garsed 
(1) 04! + .... H4!O + 4 e- -~ 4 OH- E = +0.4 V ~ 
(2) Fe(CN)ô~+ + e- -~ Fe (eN) .'!>~- E = + 0.47 Il v 
( 3) pBQ- + 2 H" + e--+ . pBQH~ ,... = + 0.47 V t::. 
1981, Nickless 1986). Les équation 1 à 3 montrent que le 
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Figure 24. Dépendance entre la concentration de 
l'accepteur p-BQ, la concentration en sulfite et l'activité 
apparente en dégagement d'oxygène dans les chloroplastes 
brisés. 
FeCN sont très similaires (Weast 1982, V. Petrouleas, 
communication personnelle). La proximité de ces potentiels 
résulte en une compétition entre ces molécules pour 
l'oxydation du sulfite. Les résultats indiquent 
clairement que le sulfite peut invalider les mesures de 
dégagement d'oxygène lorsqu'il est présent dans la solution 
de mesure. De façon à éviter la réduction par le sulfite de 
59 










<t 25 (!) 
UJ 
C 
o 2.5 5.0 7.5 10.0 
[SO~-] ( mM) 
Figure 25. Comparaison de l'activité mesurée en 
présence de sulfite et en absence de sulfite dans la 
suspension de chloroplastes. 
1 'oxygène et des accepteurs d'électrons artificiels, il est 
donc nécessaire de retirer le sulfite avant la mesure 
d'activité de dégagement d'oxygène. De façon à apporter des 
résultats plus crédibles, l'effet du sulfite sur le 
dégagement d'oxygène par le PSII a été observé après avoir 
retiré le sulfite du milieu de mesure. La figure 25 montre 
le taux de dégagement d'oxygène mesuré avec des 
chloroplastes incubés 10 min avec du sulfite puis, après 
centrifugation, dilués dans une solution dépourvue de 
sulfite (cercles). Les carrés montrent l'activité mesurée 
en présence de sulfite. ~'activité en dégagement d'O~ des 
PSII fut diminuée de 30 ï. après une préincubation dans 10 mM 
sulfite. Lorsque le sulfite fat ajouté à la solut i on de 





tombait à zéro en présence de seulement 3.5 mM sulfite. Les 
résultats présentés permettent de conclure que le sulfite 
affecte réellement l'activité du PSII tel qu'indiqué par le 
taux de dégagement d'oxygène mesuré. Cependant, quand le 
sulfite est présent pendant la mesure, l'inhibition causée 
par ce dernier est artificiellememt amplifiée par la 
réduction de l ' oxygène et des accepteurs utilisés. Les 
différentes conclusions faites sur l'inhibition du PSII par 
le sulfite pourraient donc ëtre dues à l'effet du sulfite 
sur la méthode de mesure elle-mëme (Silvius et al. 1975, 
Cerovic et al. 1982, Daniell et Sarojini 1981). 
3.1.2. Enlèvement des polypeptides du complexe de 
dégagement d'oxygène' par le sulfite de sodium: La protéiMe 
extrinsèque de 33 kD est de loin la plus importante dan~ 
l'activité en dégagement d'oxygène parmi les polypeptides 
extrinsèques du PSII (Murata et coll., 1983; Kuwabara et 
Murata 198J; Govindjee et coll., 1985). Il ~ été démontré 
que lorqu'on enlève par traitement chimique la protéine de 
33 kD l'activité en dégagement d'oxygène du PSII est 
complètement inhibée et qu'aucun traitement ne permet de 
recouvrer l'activité d'origine en son absence <Kuwabara 
et coll., 1985; Vass et coll., 1987; Ono et Inoue 1983; 
Volker et coll., 1985). On sait maintenant que cette 
protéine est liée directement au complexe central du PSII 
(Bricker et coll., 1988), en opposition aux polypeptides 
extrinsèques 23 et 18 kD qui sont ancrés au PSII via la 












1983). La nature et les propriétés des liens qui retiennent 
ce polypeptide au PSII ne sont pas bien établies. Certains 
chercheurs ont suggéré que des interactions hydrophobiques 
sont impliquées (Murata et coll., 1983), d'autres proposent 
la participation de ponts hydrogène (Govindjee et coll., 
1985; Franzen et Andreasson 1984), et finalement il se 
pourrait que de simples forces d'attraction électrostatiques 
soient responsables du lien entre la protéine de 33 kD et le 
PSII (Ono et Inoue 1983). Récemment, Kuwabara et coll. 
(1987) soulignaient la présence de pontes) S-S dans cette 
protéine et l'importance de ces ponts dans le maintien de 
la structure tertiaire de la protéine de 33 kDa. Le sulfite 
a été utilisé depuis des années pour briser les ponts S-S 
par sulfonation (Bailey et Cole 1959). Donc, le sulfite 
pourrait affecter les liens retenant la protéine de 33 kOa 
au PSII. Dans cette section, les questions suivantes 
guideront l'investigation: 1- est-ce que le sulfite affecte 
les liens entre les protéines de 33 kDa, 23 et 18 kDa et le 
PSII? et 2- est-ce que l'inhibition de l'activité du PSII 
montrée en section 3.1.1. est attribuable à un effet du 
sulfite sur les protéines du COO? 
Les expériences présentées dans cette section ont été 
exécutées sur des préparations de fractions membranaires 
enrichies en PSII, préparées tel que décrit dans le Chapitre 
2. Pour les traitements au sulfite, 200 ug en chI de MEPSII 
furent suspendus dans 1 ml de solutions de traitement 
nommées A,B,C et D selon la composition. Les traitements 
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consistent en une incubation de MEPSII à 0-4~C en 
noirceur et avec une faible agitation. Toutes les solutions 
contiennent 0.4 M sucrose et 10 mM NaCI. Pour la solution 
A, 40 mM Hepes (pH 8.0) et différentes concentrations de 
sulfite ont été ajoutées; pour la solution B, 40 mM Mes (pH 
6.5); pour la solution C: 40 mM glycine (pH 9.8); pour la 
solution D, 40 mM glycine (pH 9.8) et différentes 
concentrations de sulfite de sodium ont été ajoutées. Après 
centrifugation des MEPSII, leur composition en polypeptides 
fut évaluée par électrophorèse tel que décrit au Chapitre 2. 
La figure 26 révèle l'enlèvement des polypeptides 
extrinsèques du CDO de masse apparente de 23 et 18 kD par 
l'incubation au sulfite de sodium à pH 8.0. Le pH alcalin 
de la solution maintient l'équilibre sulfite/bisulfite en 
faveur de la forme sulfite. Le largage de ces sous-unités 
progresse rapidement lorsque la concentration en sulfite 
passe de 0 à 100 mM, tandis qu'il est peu amplifié par une 
augmentation supplémentaire de la teneur en sulfite de 
sodium. La fraction des protéines de 23 et 18 kD restante 
après un traitement à 100 mM Na~SO~ est d'environ de 35ï. 
et 10ï. respectivement, pour une baisse du dégagement 
d'oxygène de 70 ï. (non-montré). Dans ces conditions de 
traitement, aucune perte en polypeptide de 33 kD n'a été 
détectée tel que montré en figure 26. L'enlèvement des 
protéines de 23 et 18 kD par des traitements au chlorure de 
sodium à concentration élevée à été remarquée dans le passé 
et ce phénomène fut attribué à un effet d'écran ionique 
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Figure 26. Enlèvement des polypeptides de 23 et 18 kDa 
par le sulfite de sodium à pH 8.0. 
affaiblissant les attractions électrostatiques liant les 
deux sous-unités à la membrane (Murata et coll., 1983; 
Kuwabara et Murata 1983). Les données présentées en figure 
26 semblent appuyer cette interprétation. Cependant, la 
résistan~e montrée par la protéine de 33 kD face à 
l'incubation au sulfite indique que des forces attractives 
autres que les attractions électrostatiques peuvent être 
impliquées dans son attachement au PSII. 
L'effet de l'incubation au sulfite de sodium à pH plus 
alcalin (9.8) est décrit en figure 27. La partie A de la 
figure montre le patron d'électrophorèse obtenu de l'analyse 
de la composition des MEPSII traités en absence de sulfite à 
pH 6.5 (solution B). Les bandes de protéine indiquées par 
des lignes représentent les trois protéines extrinsèques du 
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Figure 27. Effet de l'incubation à pH 9.8 avec et sans 
sulfite de sodium sur la compJsition en protéines des 
MEPSI1. 
Inoue 1983). L'effet de l'incubation à pH 9.8 en absence 
(lere colonne) ou avec 50 mM sulfite (2ème colonne) est 
montré dans la partie B de la figure 2. Le patron 
électrophorètique montré en 2e colonne permet de constater 
une perte évidente de la protéine de 33 kD, qui s'ajoute à 
la disparition des polypeptides de 23 et 18 kD. Le largage 
des protéines de 23 et 18 kD observé dans ces conditions 
semble être da au pH élevé, tel que l'indique la comparaison 
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du patron d'électrophorèse obtenu après un traitement à pH 
9.8 en absence de sulfite de sodiu~ (partie B, colonne 1). 
Ceci peut être attribué à la neutralisation des charges 
"liantes" par titrage de groupes électropositifs (Karukstis 
et coll., 1985). Dans ce cas, le pH élevé utilisé 
causerait le largage des polypeptides de 23 et 18 kD par 
titrage tandis que l ' enlèvement de ces protéines par haute 
concentration de sulfite (fig. 26) serait attribuable à un 
masquage des charges impliquées. L'enlèvement de la 
protéine de 33 kD ne fat observé que lorsque le sulfite 
était présent à pH 9.8. Il semble donc que dans ce cas, 
deux conditions sont nécessaires. pour briser les liens entre 
33 kD et le PSII. Franzen et Andreasson (1963) ont proposé 
l'existence de ponts hydrogène ayant pour rOle de maintenir 
la protéine de 33 kD près du PSII, tandis que l'importance 
des attractions électrostatiques dans ce rOle fut supporté 
1 par Ono et Inoue en 1983. L'étude présentée ici supporte 
l'existence de ponts hydrogène entre la protéine de 33 kD et 
le PSII. Cependant, il semble qu'en dépit du bris de ces 
ponts tel que provoqué par un pH élevé, la protéine reste 
accroché au PSII tant qu'une certaine concentration de 
sulfite de sodium n'ait été ajoutée. La figure 28 démontre 
que ce seuil de 50 mM sulfite de sodium suffit à enlever la 
. 
presque totalité des protéines de 33 kDa et que l'addition 
de sulfite supplémentaire au traitement ne change pas le 
résultat. 
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Figure 28. Effet de la concentration de sulfite de 
sodium sur l'enlèvement de la protéine de 33 kDa. 
En conclusion, il se peut qu'en plus des ponts 
hydrogène, il existe une autre force de liaison entre le 
PSII et la protéine de 33 kD qui pourrait être de nature 
électrostatique. Cependant, l'étude présentée n'apporte pas 
de support à l'existence de forces hydrophobiques tel que 
proposée antérieurement (Murata et coll., 1983). 
Le bris de ponts S-S dans la protéine de 33 kDa par le 
1 sulfite est peut étre-réel. Cependant, il semble que le titrage des ponts hydrogène est le facteur limitant pour le 
1 largage de la protéine. L'effet du sulfite sur les 
polypeptides n'a pu être détecté à des concentrations 
1 inférieures à 25 mM. Cec~ indique que le largage des 
polypeptides du CDO par le sulfite de sodium n'est peut-être 
pas la cause de l'inhibiton du PSII observé en section 
3.1.1. à des concentrations inférieures. Cependant, il est 
1 
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possible qu'un effet discret non-détecté par électrophorèse 
existe. Si tel est le cas, l'effet du sulfite sur le PSII 
serait localisé au niveau du CDO lui-même, en accor~ avec un 
rapport récent CMetzner 1987). 
3.2. Effets du sulfate sur le photosystème II: 
3.2.1. Inhibition du dégagement d'oxygène du 
photosystème II par l'ion sulfate: Les sites d'action du 
sulfate au niveau de la membrane photosynthétique ne sont 
pas encore bien identifiés, bien que l'on sache que cet ion 
peut entraver l'activité du chloroplaste CSilvius et coll., 
1975;Marques et Anderson 1986). Certains résultats 
indiquent que le PSII pourrait être affecté par le 
sulfate CSandusky et coll., 1983; Sinclair 1984). Dans 
cette section, une investigation de la nature de l ' effet du 
sulfate sur le PSII est présentée. Les questions suivantes 
se~ont étudiées: 1- est-ce que le PSII est sensible au 
sulfate? 2- si oui, quels sont les sites d'inhibition? et 3-
est-ce que le sulfate peut induire un effet sur la structure 
du PSII? En intégrant les résultats présentés avec les 
connaissances publiées par d'autres chercheurs, il sera 
possible de conclure que l ' effet du sulfate sur le PSII peut 
être une conséquence de l'effet du SO~ sur la 
photosynthèse des plantes. 
Pour les expériences·présentées ici, des MEPSII 
préparées tel qu'indiqué au chapitre 2 seront employées. 
Pour les traitements, 200 pg en chI de MEPSII seront 
suspendus diluées dans 1 ml de solution de traitement 
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comprenant: 0.4 M sucrose, 40 mM Mes (pH 6.0), 0.1 ï. 
digitonine et différentes concentrations de sulfate de 
sodium. Dans certaines expériences, 10 mM CaCl~ ont été 
ajoutés à la solution de traitement. Après 5 heures 
d ' incubation à 25~C, sans agitation, les MEPSII furent 
centrifugées et diluées dans un milieu sans sulfate. 
E~actement 1 min avant les mesures, les échantillons ont 
reçu 1 mM CaCl~. Ceci permet de normaliser la teneur en 
calcium et en chlorure pendant la mesure, ce qui pourrait 
être faussé par les traitements. Le dégagement d'oxygène et 
l ' analyse de la composition en polypeptides par 
électrophorèse sont exécutés comme présenté au chapitre 2. 
Après le traitement au sulfate de sodium en présence ou 
non de chlorure de calcium, l'activité en dégagement 
d'oxygène a été mesurée et mise en graphique à la figure 29. 
La présence de CaCI~ pendant le traitement au sulfate 
protège l ' activité du PSII, en dépit d ' une concentration 
cjnq fois plus élevée de sulfate (10 mM CaCI 2 ). En 
absence de chlorure de calcium, l'effet du sulfate sur le 
dég~gement est évident, laissant environ 40 ï. de l'activité 
d ' origine quand 50 mM sulfate fat utilisé. L'effet d'une 
faible illumination (1 mW/cm~) sur le traitement au 
sulfate est montré en figure 30. Les résultats montrent 
l'effet stimulant de la lùmière sur l'inhibition du PSII par 
le sulfate. En présence de 10 mM CaCI~, environ 15 % de 
l'acti v ité est perdue, comparé au contrOle, tandis qu'en 
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Figure 29. Inhibition de l'activité en dégagement 
d'oxygène du PSII par le sulfate de sodium en obscurité. 
d'oxygène est pratiquement annulée, ce pour un traitement 
avec 50 mM sulfate de sodium. 
Afin de localiser le(s) site(s) d ' effet du sulfate sur 
les composantes du PSII, une étude de la composition en 
polypeptides des MEPSII a été réalisée. La figure 31 
montre les densitogrammes des patrons j'électrophorèses 
obtenus des échantillons traités ~u sulfate de sodium. Le 
profil polypeptidique de l'échantillon contrOle ( 0 mM 
sulfate) est en partie A, tandis que l'échantillon traité 
avec 50 mM Na~SD4 est mo' "ltré à la part i e B dl? la figure. 
La comparaison des deux profils permet de constater une 
perte relative des polypeptides de 23 et 18 kD induite par 
le traitement au sulfate de sodium. E~ant donné que ces 
.. 
polypeptides sont régulateurs pour l'oxydation de l'eau, il 
semble que l'inhibition de l'activité observée par 
dégagement d'oxygène pourrait être due à un effet du 
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Inhibition de l'artivité du PSII par le 
sulfate de sodium sous illumination. 
quantité relative de protéines de 23 et 18 kD restées liées 
au PSII après traitement avec diverses concentrations de 
sulfate de sodium. Tel que décrit, la perte des 
polypeptides n'a pas été détectée lorsque le traitement au 
sulfate de sodium ne comprenait que 10 mM sulfate. Puis, 
comme la concentration passe à 25 mM l'enlèvement des 
protéines devient évident, étant plus sévère dans le cas du 
polypeptide de 18 kD. Aucun changement dans le pourcentage 
de protéines larguées par le sulfate de sodium n'a été 
observé en présence de 10 mM CaCl~ ou en présence de 
faible illumination (résultats non-montrés). Les résultats 
démontrent donc que l'enlêvement des protéines de 23 et 18 
kD ne mène pas à une diminution du dégagement d'oxygène 
lorsque le CaCl~ est présent pendant le traitement. 
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Figure 31. Densitogrammes des patrons de séparation 
des polypeptides des échantillons contrôles et traités avec 
50 mM sulfate de sodium. 
ne semble pas non plus être lié à la perte des protéines du 
CDD. La figure 32 permet de comparer l'inhibition de 
l'activité en dégagement d'oxygène et la perte des 
polypeptides de 23 et 18 kD. Tel qu'annoncé, il ne semble 
pas y avoir forte dépendance entre ces deux effets induits 
par le traitement au sulfate de sodium. 
Dans cette étude, nous montrons que le sulfate de sodium 
inhibe l'activité du CDD du PSII. L'effet du sulfate sur 




Effet de l'incubation au sulfate de sodium sur la 



















annulée par le chlorure de calcium. L ' effet de la lumière 
sur la compétition d ' anions avec le chlore pour des site(s) 
actif(s) dans le COO a déjà été remarqué (Sandusky et coll., 
1983; Sandusky et Yocum 1986). La protection du CaCl~ 
provient peut-être d ' un apport suffisant en chlorure pour 
contrer un effet de compétition du sulfate. Dans une étude 
récente, le rOle protecteur des chlorures pour l'activité en 
dégagement a été attribué à son influence sur la structure 
polypeptidique de COO (Homann 1986). Il semble que la 
protection de l'activité du PSII par le CaCl~ quis'est 
révélée indépendante de la perte des polypeptides du CDO ne 
donne pas de support à cette interprétation. 
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Figure 32. Comparaison de l'effet du sulfate sur 
l'activité en dégagement d'oxygène (mesuré en absence: ronds 
pleins ou en présence de CaCI 2 : ronds ouverts) et sur 
l'enlèvement des polypeptides de 23 (carrés) et 18 kDa 
(triangles) du PSII. 
de 23 et 18 kD par un traitement dans 25 mM ou plus de 
sulfate de sodium. Ces deux sous-unités font partie du CDa 
et sont extrinsèques. On a démontré par le passé la 
possibilité de déloger ces protéines du PSII en utilisant de 
fortes concentrations de sels <Kuwabara et Murata 1982; 
Critchley 1985). on peut supposer que l'effet du sulfate de 
sodium observé ici soit de à un simple effet d'écran ionique 
capable de briser les interactions électrostatiques qui 
lient ces sous-unités à la membrane. P. Homann publia un 
effet similaire du sulfate de sodium sur les polypeptides de 
23 et 18 kD alors que le présent rapport était soumis dans 
App. Bioch. Biotechn •• P. Homann (1987a) a observé 
essentiellement le même effet du sulfate, cependant, 
l'inclusion de 10 mM chlorure lui permit de protéger la 
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perte, ce que nous n'avons manifestement pas observé ici. 
Etant donné que les pol ypeptides de 23 et 18 kD ont pour 
rOle de maintenir les ions chlorures près du PSII (Imaoka et 
coll., 1986; Anderson et coll., 1984), il en résulte que 
leur perte mène à une inhibition du cno si des ions 
chlorures ne sont pas ajoutés dans la solution. L'effet 
protecteur du chlorure de calcium observé dans cette section 
indique que la perte d ' activité induite par le sulfate est 
fondamentalement due à la perte d'ions fonctionnels plutOt 
qu'à l'enlèvement é:es polypeptides de 23 et 18 kD. 
Cependant, cette perte pourrait amplifier la sensibilité du 
PSII au sulfate. 
Les conclusions tirées de cette série de mesures 
permettent de contribuer à la compréhension de certains 
faits expérimentaux relatifs à l'effet du 502 sur . les 
plantes. Il a été observé que la fumigation des plantes au 
S02 mène à une augmentation du contenu cytosolique en 
sulfate difficilement réversible, même après l'arrêt des 
traitements (Brunold et coll., 1983; Chung 1983). Les 
chloroplastes isolés de tellp.s plantes montrent une 
inactivité de leurs CDO (Shimazaki et coll., 1984). De 
plus, il a été démontré que l'addition de chlorure dans la 
solution d'incubation de chloroplastes inhibés par la 
fumigation au 502 mène au~recouvrement de leur activité en 
dégagement d'oxygène (Miszalski 1983). En conséquence, nos 
résultats semblent indiquer que l'effet du sulfate sur le 
CDO du PSII observé ici peut être un des modes d ' inhibition 
1 
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du SO~ sur la photosynthèse des plantes in vivo. 
3.2.3.Enlèvement des polypeptides de 73 et 18 kDa 
du PSII par le sulfate de sodium: En dépit des nombreuses 
recherches menées afin d ' élucider le raIe des ions chlorures 
dans l ' avancement des états S du dégagement d'oxygène, il 
n'y a toujours pas concensus quant à sa fonction précise 
(Critchley, 1985; Franzen et coll., 1985; Ghanotakis 
et coll., 1987). Le rOle des chlorures dan5 l ' activité du 
PSII a été étudié récemment en utilisant un traitement au 
sulfate pour le retirer du CDO (Homann 1987b; Itoh et Uwano, 
1986). On a rapporté que l'enlèvement de l'ion chlorure 
menait à l ' inhibition du passage de l'état S2 à l'état 
S3 dans le cycle des états S du CDO (Itoh et coll.~ 1984; 
Theg et coll., 1984; Franzen et coll., 1985). En 
opposition, c'est la formation de l'état S~ lui-même qui 
serait inhibée selon d'autres chercheurs (Damoder et coll., 
1986; DePaula et coll., 1986; Imaoka et coll., 1986; Ono 
et coll., 1986b, 1987). Dans la plupart de ces études, le 
sulfate a été utilisé pour réaliser l'enlèvement des 
chlorures du PSII. La façon de traiter les PSII avec le 
sulfate n'est pas chose à négliger. Il est bien connu que 
le traitement de MEPSII avec des concentrations élevées de 
sel peuvent perturber l'activité du CDO en causant le 
largage des protéines ext~insèques de 23 et 18 kDa 
(Govindjee et coll. ,1985; Homann, 1987; Beauregard et coll., 
1987; Beauregard et Popovic 1988). Il a été démontré que 
ces polypeptides ont un rOIe à jouer dans le dégagement 
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d'oxygène et l'avancement des états S (Franzen et coll., 
1985). Conséquemment, l'utilisation de sulfate pour 
l'enlèvement des chlorures peut avoir causé la pert~ de 
polypeptides du cno et, selon les paramètres expérimentaux 
utilisés, causé plus ou moins de dommages au cno. Dans 
cette section, l'effet des différents traitements au sulfate 
de sodium sur la structure du cno et son activité sera 
étudié. Les expériences présentées dans cette section 
seront choisies pour répondre aux questions suivantes: l-
est-ce que l'enlèvement des polypeptides par le sulfate de 
sodium est significatif dans le cadre des expériences 
d'enlèvement des chlorures par le sulfate 7 et 2- dans 
quelles conditions expérimentales le sulfate peut-il être 
utilisé pour l'enlèvement des chlorures, sans modifier la 
structure des PSII 7. Il sera démontré que le traitement 
au sulfate de MEPSII peut causer une perturbation importante 
du cno et par conséquent provoquer une modification des 
propriétés des sites de ligation des chlorures. 
Pour les expériences présentées dans cette section, les 
paramètres expérimentaux seront adoptés. Les MEPSII ont été 
isolées selon la méthode décrite au chapitre 2. Pour les 
traitements au sulfate, les MEPSII sont resuspendues à une 
teneur de 200 ~g en chI dans 1 ml de solution de traitement 
comprenant: 0.4 M sucrose; 40 mM Mes (pH 6.5) ou 40 mM Hepes 
(pH 7.25) ou glycylglycine (pH 8.0) et différentes 
concentrations de sulfate de sodium. Après les traitements, 
les MEPSII ont été contrifugées dans 0.4 M sucrose, 40 mM 
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Mes (pH 6.0) et 0.1% digitonine. De façon à isoler l'effet 
de la perte des polypeptides de l'effet de l'enlèvement des 
c:hlorures, 10 mM CaCl~ furent ajoutés à la suspension 1 
min avant la mesure de dégagement d'oxygène. L'ac:tivité en 
dégagement d'oxygène et la c:omposition en protéines du PSII 
ont été analysées tel que déc:rit au c:hapitre 2. 
Les résultats obtenus montrent hors de tout doute que 
l'inc:ubation au sulfate de sodium provoque la modific:ation 
du cno. L'analyse des protéines des PSII traités avec: 
différentes c:onc:entrations de sulfate est montrée en figure 
33. La c:omparaison de la c:omposition en polypeptides de 
l'éc:hantillon c:ontrOle (partie A) avec: c:elle obtenue pour 
l'aliquot inc:ubé dans 50 mM Na 2 S04 (patron B) indique 
une perte des polypeptides de 23 et 18 kDa de l'ordre de 40 
et 60 ï. respec:tivement. Lorsque le traitement s'est fait 
avec 250 mM sulfate, l'enlèvement de c:es protéines fut 
quasi-total (densitogramme C). La figure 34 permet de voir 
la progression de la perte des polypeptides induite par 
l'augmentation de la c:onc:entration en sulfate de sodium dans 
la solution. On peut c:onstater que l'effet du sulfate 
progresse rapidement jusqu'à la c:onc:entration de 100 mM où 
il ne reste que 30 et 13 % des protéines de 23 et 18 kDa 
liées au PSII. L'augmentation de 100 mM à 1 M de la teneur 
en sulfate ne provoque qu~une très faible perte de protéines 
supplémentaire. Un tel effet c:ausé par le traitement des 
MEPSII avec: le c:hlorure de sodium a été observé dans le 
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Figure 33. Enlèvement des polypeptides de 23 et 18 kDa 
par le sulfate de sodium à pH 7.25. 
pour les PSII traités en présence de 1 M Na2 S04 , il n ' a 
été possible de détecter que seulement 40 ï. de l'activité 
en dégagement d'oxygène. L'effet du pH sur l'enlèvement des 
polypeptides de 23 et 18 kDa fait l'objet de la figure 
On peut y constater que 1 ~élévation du pH augmente la 
perte des protéines provoquée par le traitement. En fait, 
mème en absence de sulfate de sodium, l' i ncubation des 
MEPSII dans une solution de pH 7.25 ou plus provoque 
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Figure 34. Effet de 1 "incubation au sulfate (pH 7.25) 
1 sur le dégagement d'oxygène et le contenu de protéine de 23 et 18 kOa des MEPSII. 
déjà la perte d'au moins 10 et 18 ï. des protéines de 23 et 
18 kOa respectivement, lorque comparée à la composition des 
1 
MEPSII après traitement à pH 6.5 (contrOle, 0 mM sulfate). 
Ces résultats sont en plein accord avec les travaux de 
1 Kuwabara et Murata (1983b) qui d~montrent que les polypeptides du COC sont plus labiles à pH alcalin. 
Cependant, les résultats présentés ici indiquent que 
l ' utilisation d'une solution à pH relativement neutre (7.25) 
1 est suffisante pour provoquer le perte de polypeptides. La 
figure 36 révèle que 1 "activité en dégagement d'oxygène est 
elle aussi plus sensible à pH alcalin. Une perte de 18 ï. en 
activité d"origine a été décelée pour des MEPSII à pH ""? .... C" / . .::....; , 
et cette perte s'est accentuée en présence de sulfate de 
sodium. 
Les résultats démontrent donc que l'incubation des 
MEPSII dans une solution de sulfate de sodium peut mener à 
la perte des protéines de 23 et 18 kDa. Etant donné que ce 
traitement a été utilisé dans le passé pour provoquer 
l'enlèvement des chlorures du PSII, il semble que dans 
certains cas, les chercheurs ont pu induire une modification 
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Figure 36. Effet du sulfate de sodium sur l'activité 
des PSII après incubation à différents pH. 
la perte des protéines de 23 et 18 kOa conduit à une 
augmentati on de l a demande en chlorure pa.r le COO pour 
recouvrer l'activité d'origine (Critchley, 1985; Ghanotakis 
et coll. 1985; Govindjee et coll., 1985). Plus précisément, 
on a rapporté que la perte des ces polypeptides empêche la 
formation de l'état S2 dans le cycle des états S (Blough 
et Sauer, 1984; Franzen et coll. ,1985). Pour ces raisons, 
il semble que l'enlèvement des protéines de 23 et 18 kOa 
provoqué par l'utilisation de traitement au sulfate de 
MEPSII peut avoir faussé le comportement du COO et provoqué 
l'obtention de résultats à la base du débat sur le rOle des 
chlorures dans l'avancemertt des états S (Critchley, 1985; 
Govindjee et coll., 1985; Ghanotakis et coll., 1987; Homann, 
1987b). Les traitements au sulfate ont déjà été utilisés 
dans des conditions plutot drastiques selon cErtai~s 
82 
rapports (50 mM sulfate de sodium, pH 7.5). Dans ce cas, 
l'enlèvement des chlorures a été interprété comme causant 
l'inhibition de la formation de l'état S~ (Imaoka 
et coll., 1986; ono et coll., 1986b; ono et coll., 1987). 
Malheureusement, aucun des rapports cités ne contient 
d'analyse de la composition en protéines des PSII traités. 
Les résultats montrés ici prouvent clairement que dans les 
conditions de traitement utilisées par ces chercheurs, une 
quantité non-négligeable de protéines de 23 et 18 kDa ont 
été larguées du PSII. Tel qu'expliqué plus haut, la perte 
de ces polypeptides est suffisante à elle seule pour 
empêcher la formation de l'état S2 (Fanzen et coll., 
1985). 
Pour confirmer notre hypothèse, les conditions 
expérimentales utilisées par les chercheurs appuyant un 
rOle des chlorures dans la transition S~-S~ ont été 
étudiér 's. Il semble que lorsque des concentrations de 
sulfate modérées (5 mM, pH 6.5) ont été utilisées, les 
résultats obtenus ont été interprétés en faveur d'un rOle 
des chlorures dans la transition S~-S~ plutOt que dans 
la formation de l'état S~ comme tel (Franzen et coll., 
1985; Volker et coll., 1985). Dans de telles conditions 
expérimentales nous n'avons pas détecté de perte de 
polypeptides. Conséquemment, la controverse relative à 
l'implication des chlorures dans l'avancement des états S 
pourrait bien être due à la modification relative du cno 
induite par les traitements au sulfate utilisés pour 
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l'enlèvement des chlorures. En conclusion, je suggère 
que l'inves·igation des fonctions des chlorures dans 
l'activité du PSII requiert un contrOle soigneux de.1 'état 
du CDD, en particulier de sa composition polypeptidique. 
Cette précaution conduira certainement à une plus grande 
cohésion entre les différents résultats et conclusions 
relatives au rOle des chlorures dans le dégagement d'oxygène 
(Homann 1987b). 
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3.2.3.Effet du sulfate sur l'activité du PSII dans 
les thylacofdes: Le sulfate inhibe le transport d'électrons 
dans le thylacoïde en diminuant l'activité des PSII (Sinclair 
1984; Theg et coll., 1984). Les résultats présentés en 
sections 3.2.1. . et 3.2.2. indiquent que le CDO est inhibé par 
l'incubation des MEPSII dans le sulfate et que le chlorure de 
calcium peut protégér le CDO. Cependant, les mesures de 
dégagement d'oxygène à elles seules ne permettent pas 
d'exclure d'autres sites d'inhibition du sulfate, ni de 
caractériser le mode d'inhibition. Les questions visées par 
la présente section sont les suivantes: 1- est-ce que 
l'inhibition de l'act~vité en PSII est comparable dans les 
thylacoïdes et dans les MEPSII ? 2- est-ce que le CDO est le 
seul site inactivé par le sulfate? et 3- est-ce que le 
sulfate diminue graduellement l'activité de tous les PSII ou 
induit-il l ' ! nhibition totale d'une partie de la population 
des PSII ? 
Les traitements au sulfate sont faits en absence de 
chlorure, tandis que l'échantillon contrOle contient 5 mM 
MgCl~. Pour les mesures de fluorescence variable, les 
thylacoïdes sont resuspendus dans 5 mM MgCl~ 2 min avant la 
mesure. Les mesures et calculs utilisées dans cette section 
sont détaillées au Chapitre 2. 
Le tableau 3 démontre que le sulfate peut inhiber 
l'activité du PSII dans les thylacofdes. On peut constater 
que le temps d'exposition des thylacoïdes est déterminant pour 
l ' efficacité de l'inhibition par le sulfate. Ceci peut 
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Tableau 3 
Effet du sulfate (50 mM) sur l'activité du PSII après 













suggérer que le sulfate doit pénétrer la membrane par 
diffusion. Ces observations ont été supportées par 
fluorescence variable. L'effet du traitement au sulfate (100 
mM) sur la fluorescence variable des thylacoïdes est 
présentée en figure 37. Les thylacoïdes "contrOles" 
présentent une fluorescence variable typique. On peut y voir 
la petite montée de fluorescence initiale du niveau a (Fo) 
jusqu'à l (Fpl) suivie de l'augmentation plus lente mais plus 
prononcée de la fluorescence vers le niveau P (Fp). Les 
résultats indiquent que la montée O-I est peu modifiée après 
le traitement au sulfate. Cependant, il est évident que la 
montée de fluorescence au niveau P est ralentie pour les 
chloroplastes traités au sulfate de sodium (100mM sulfate, 
sans chlorure). Cet effet du sulfate sur la fluorescence 
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variable peut être interpreté en faveur d ' une inhibition du 
cnD par les ions sulfates. Une baisse du niveau P a aussi été 
observée pour des thylacoides après inhibition de leurs CnD 
par des méthodes spécifiques (Akerlund et coll., 1982; 
Schreiber et Naubaeur 1987). La figure 37 montre aussi l'effet 
protecteur des chlorures devant l ' inhibition par le sulfate 
(100 mM). L'addition de 40 mM chlorure de sodium s'est 
révélée suffisante pour contrer la baisse de la montée de 
fluorescence I-P par 100 mM sulfate. Cet effet pro~ecteur des 
chlorures sur l ' effet du sulfate est démontré ici par 
fluorescence variable pour la première fois, en accord avec 
l'idée de compétition entre les chlorures et les sulfates. pour 
les sites de l ' ion chlorure dans le CDD (Itoh et Uwano, 1986). 
Les résultats présentés dans la figure 37 indiquent que le 
taux de réduction de l'accepteur primaire dans le PSII est 
réduit par le traitement au sulfate. Cette observati~n et la 
protection apportée par l'addition de chlorures confirment le 
concept de la compétition du sulfate et des chlorures pour les 
sites de liens sur le CDD (Itoh et Uwano, 1986). Nous avons 
observé que la montée I-P de fluorescence variable est en 
corrélation avec la capacité de dégagement d'oxygène dans les 
thylacoïdes (non-montré), en accord avec des rapports 
précédents (Schreiber et Neubaeur 1987; Akerlund et coll., 
. 
1982). La figure 38 montre le patron d'oscillation de la 
production d'oygène pour les thylacoïdes controles (carrés ) et 
traités avec 100 mM sulfate (cercles). Les deux courbes sont 
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1 TEMPS ( s ) Figure 37. Fluorescence normalisée de thylacoides 
traités avec 100 mM sulfate et avec differentes concentrations 
de chlorure de sodium. Les numéros indiquent la concentration 
en mM chlorure. 
production d'oxygène pour les thylacoides contrèles (carrés) 
et traités avec 100 mM sulfate (cercles). Les deux courbes 
sont caractérisées par la même patron d'oscillation mais sent 
différenciées par une intensité de production d'oxygène 
inférieure pour les thylacoides traités avec 100 mM sulfate. 
Ceci peut indiquer que la proportion des ratés et de 
double-transitions est inchangée par le traitement. Une 
valeur égale de 13.5 ï. de manquements a été calculée selon la 
méthode exposée précedemment (Thibault 1978). Ceci indique 
1 que le mécanisme d'oxydation de l'eau dans les PSII capables 
de dégagement d'oxygène n'est pas modifié par le sulfate. La 
baisse de rendement en dégagement d'oxygène serait donc 
attribuable à la inhibition complète d'une partie de la 
population des PSII. Cette interprétation est en accord avec 
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Figure 38. Effet de l'incubation dans 100 mM sulfate sur 
le dégagement d'oxygène induit par éclairs dans les 
thylacoïdes. 
sulfate conduit à un blocage du transport d'électron dans les 
PSII (Sinclair 1984; Theg et coll., 1984) plutèt qu'à une 
diminution progressive de l'activité dans tous les PSII. 
Les résultats montrés dans cette section indiquent que le 
sulfate inhibe les PSII du coté intérieur du thylacoïde, au 
niveau du CDO. L ' inhibition observée semble bien due à la 
compétition du sulfate pour les sites des chlorures, en accord 
avec les résultats précédents (Itoh et Uwano 1986; Beauregard 
1 
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et coll., 1987). Les chlorures activeraient un COO d ' une 
manière totale, c ' est-à-dire non-progressive. La baisse 
de fluorescence variable causée par l ' incubation au sulfate 
indique que ce dernier n ' a aucun effet sur le cOté réducteur 
du PSII. Il existe en effet un site sensible aux anions situé 
entre Oa et Ob à la surface externe du thylacoïde (Jursinic et 
Stemler 1988). Ce site est le site de fixation du 
bicarbonate (Govindjee et Eaton-Rye 1986). L'inhibition du 
transport d ' élec~rons à ce niveau entra~ne une plus grande 
proportion de centres réactionnels fermés donc fluorescents 
(Schatz et Holzwarth 1986). Les résultats de la figure 38 
montrent que le sulfate mène à un .abaissement de la 
fluorescence variable ce qui indique que l'effet du sulfate 
s'exerce du cOté du COO. 
Les résultats montrés au tableau 3 ont aussi une 
importance capitale pour la thèse présentée. On peut conclure 
de cette figures que l'effet du sulfate sur le PSII dans les 
thylacoïdes dépend soit du temps d ' incubation soit de la 
concentration utilisée. Méme si les concentrations de sulfate 
utilisées dans cett~ recherche sont parfois élevées, on ne 
peut conclure que les résultats obtenus n'ont pas de valeur 
"pratique". Ce qui importe, c'est la concentration de sulfate 
à proximité de son site d'effet, difficile à évaluer et qui 















3.2.4.Effet de l ' ion sulfate sur l ' activité 
photochimique des photosystèmes rr a et b: L'existence de 
deux .formes de PSII a été proposée pour expliquer la nature 
biphasique des courbes de fluorescence variable mesurées 
dans des chloroplastes traités au DCMU (Melis et Hamann 


































Figure 37. Fluorescence normalisée de thylacoides 
2.0 
traités avec 100 mM sulfate et avec differentes concentrations 
de chlorure de sodium. Les numéros indiquent la concentration 
en mM chlorure. 
production d ' oxygène pour les thylacoïdes contrèles (carrés) 
et traités avec 100 mM sulfate (cercles). Les deux courbes 
sont çaractérisées par la même patron d'oscillation mais sent 
différenciées par une intensité de production d'oxygène 
inférieure pour les thylacoides t r aités avec 100 mM sulfate. 
Ceci peut indiquer que la proportion des ratés et de 
double-transitions est inchangée par le traitement. Une 
. •. , _ .. . _ J _ • 
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peuvent dégager de l'oxygène dans certaines conditions 
(Jursinic 1979; Graan et Ort 1986); et on a trouvé dans les 
thylacoïdes des granums et du stroma une proportion de 
polypeptides du CDO proportionelle à la population de PSII 
présent dans ces régions (Vallon et coll., 1985; Masojidek 
et coll., 1987). D'autre part, il semble que certaines 
différences entre l'activité des CDO ~ et ~ existent 
puisque: le transport d'électrons entre le donneur Z et 
P680 est plus lent dans le PSII~ que dans le PSII~ (Meli~ et 
Homann 1976); la fluorescence du PSII~ évaluée en présence 
de DCMU est peu modifiée quand le CDO est inhibé par 
l'hydroxylamine contrairement au PSII~ (Melis 1985); la 
contribution du ·PSII~ à la fluorescence est augmentée dans 
des chloroplastes ayant une activité de dégagement d'oxygèn~ 
amoindrie, alors que celle du PSII~ est diminuée (Horvath et 
coll., 1987); et il fut proposé que la région des granums 
(o~ les PSII~ sont concentrés) était l'endroit préférentiel 
où les protons sont relachés après l'hydrolyse de l'eau 
(Anderson et Melis 1983). 
La plupart des travaux cités contiennent une analyse 
de la photochimie des deux PSII dans des chloroplastes 
traités au DCMU. Cette approche a été critiquée (Hodges et 
Barber 1986) et maintenan~, une méthode d'analyse pour des 
chloroplastes non-traités a été proposée. Selon Melis 
et coll. (1985) la montée 0-1 de la fluorescence 
variable serait attribuable à la photcchimie des centres b 
alors que la montée D-P représenterait la réduction du 
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bassin de plastoquinones par le PSII~. Le but de cette 
section est d'étudier: 1- la sensibilité de la photochimie 
des PSII~ et ~ au sulfate; et 2- le niveau de similarité des 
CDO des deux types de PSII en rapport avec le rOle des 
chlorures. Les expériences présentées dans cette 
partie ont été exécutées avec des chloroplastes isolés tel 
que décrit au Chapitre 2. Les traitements au sulfate de 
sodium consistent en une incubation de 2 heures à une 
température de 0-4°C avec agitation faible dans une 
solution comprenant: 0.33 M sorbitol, 10 mM Hepes (pH 7.5), 
et différentes concentrations de sulfate de sodium. Lorsque 
spécifié, le chlorure de sodium sera lui aussi présent dans 
la solution de traitement. Après les traitements, les 
chloroplastes ont été resuspendus dans la solution de 
mesure: 0.33 M sorbitol, 10 mM Hepes. (pH 7.8) et 5 mM 
MgCl~. Le temps de séjour des chloroplastes dans cette 
solution est de 5 min avant les mesures, ce qui est trop 
court pour rétablir l'activité du CDO par les chlorures. 
Les mesures d'activité en dégagement d'oxygène sont 
réalisées tel que décrit au Chapitre 2. Les mesures de 
fluorescence variable sont faites aussi en accord avec le 
chapitre 2. Pour l'investigation en présence de DCMU, les 
chloroplastes ont été incubés avec 25 pM DCMU 2 min avant la 
mesure de fluorescence. 
L'effet des traitements au sulfate sur la fluorescence 
variable des thylacofdes est présenté e n figure 39. Les 
thylacofdes "contrOles" présentent une ~luorescence variable 
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Figure 39. Effet du sulfate sur la fluorescence 
normalisée de thylacoïdes mesurée en absence de DCMU. Les-
numéros indiquent la concentration en mM Na~S04. 
typique, comprenant la petite ~ontée de fluorescence 
iritiale du niveau 0 (Fo) jusqu'à l (Fpl) suivie de 
l'augmentation plus lente mais plus prononcée de la 
fluorescence vers le niveau P (Fp). Les résultats indiquent 
que la montée 0-1 est peu modifiée après le traitement au 
sulfate. Cependant, il est évident que la montée de 
fluorescence au niveau P est ralentie pour les chloroplastes 
traités au sulfate de sodium. A 100 mM sulfate, seul le 
niveau l demeure tandis q~e le niveau P est disparu. Ceci 
indique que la réduction du bassin des plastoquinones est 
ralentie par le traitement au sulfate. Etant donné que les 
PS!1~ sont principalement responsables de la ~éducticr. du 
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Figure 40. Graphique semi-logarithmique de 
l'accroissement de l'aire au-dessus de la courbe de 
fluorescence enregistrée en présence de DeMU pour des 
chloroplastes traités avec le sulfate de sodium. Les 
numéros indiquent la concentration en mM de sulfate. 
indique que le sulfate a un effet sélectif sur le PSII~ 
(montée D-P). La photochimie des PSllb (transient O-I) 
semble peu affectée par le sulfate. La fluorescence 
variable des thylacoïdes en présence de DeMU a été analysée. 
La figure 40 montre l'ana~yse semi-logarithmique de 
l'accroissement de l'aire au dessus de la courbe d'induction 
mesurée en présence de DeMU. Tel qu'observé auparavant, on 
peut discerner deux phases distinctes: la phase rapide 




lente, associée à la réduction des accepteurs primaires dans 
le PSII~ (Melis et Homann 1976; Melis 1985). Le traitement 
au sulfate provoque une baisse de la contribution de la 
phase ~ à la fluorescence émise i.e. un nombre de Qa réduit 
par les centres a inférieur. La pente du transient lent 
(K~) s~mble peu affectée par les traitements. L"intersection 
extrapolée de la phase lente sur 1 "ordonnée à temps 0 <gmax) 
donne une indication de la contribution relative des deux 
PSII à la fluorescence totale émise <Percival et coll., 
1984; Melis et Homann 1978). Cette intersection est 
diminuée par les traitements au sulfate ce qui indique une 
participation moins importante des PSII~ à la fluorescence. 
Le tableau 4 montre les paramètres évalués des mesures 
de fluorescence en présence de DCMU et 1 "activité en 
dégagement d"oxygène pour les thylacoïdes traités au sulfate 
de sodium. Tel que cité plus haut, 1 "augruentation de la 
teneur en sulfate mène à une augmentation de gmax. La 
photochimie des PSII~ semble peu affectée même par le 
traitement avec 100 mM Na~S04. Ceci indique que la 
perte d"activité en dégagement d"oxygène est due 
principalement à une baisse d"activité photochimique des 
PSI la. Cependant, les K~ évalués après soustraction de la 
phase ~ (tel que détaillé.dans Owens 1986) sont plutOt 
constants. Il semble donc que les PSII~ non-inhibés par le 
sulfate (et qui participent toujours à l'émission de 
fluorescence variable) sont actifs au taux d'origine. Les 





Paramètr-es fonctionnels de l'activité des PSII~ et ~ 
dans les thylacoïdes tr-aités avec le sulfate. 
Tr-aitement 
Contr-Ole 
5 mM sulfate 
10 mM sulfate 
25 mM sulfate 
100 mM sulfate 
100 mM sulfate 






















la baisse de r-éduction des Qa dans les PSII~ mène à une 
baisse du dégagement d'oxygène (Melis 1985). De même, la 
faible baisse de K~ obser-vée ici est en accord avec 
l 'obser-vation antérieur-e que le PSII~ est moins dépendant 
de l'activité en dégagement d'oxygène du PSII que l'est la 
phase ~ (Melis 1985). 
L'effet du sulfate sur le PSI! consiste à 
compétitionner avec les chlorures pour les sites du CDO 
(r-ésultats de la section 3.2.3.; Itoh et Uwano 1986). La 
prochaine sér-ie d'expér-ience vise à investiguer la 
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Figure 41. Graphique sem.i-logarithmique de 
l'accroissement de l'aire au-dessus des courbes de 
fluorescence mesurées en présence de DCMU après traitement 
avec 100 mM sulfate et différentes concentrations de 
chlorure de sodium. Les numéros indiquent la concentration 
de chlorure en mM. 
chlorures. L'effet de la compétition sulfate-chlorures a 
aussi été investigué par l'analyse de la croissance de 
l'aire au dessus des courbes d'induction de fluorescence 
mesurées dans des chloroplastes traités au DCMU. La figure 
41 révèle que le chlorure de sodium empèche la baisse de la 
phase ~ et la très faible diminution de K~. Quand 40 mM 
chlorures sont présent pendant le traitement au sulfate, le 
dégagement d' œ: ygène, ê.ma>: (donc 1 a cont;"" i but i on du PS! I~) et 
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K~ sont tous préservé à leur valeur contrOle (Tableau 4). 
Ceci démontre une fois de plus que la photochimie du PSlla 
est intimement liée au dégagement d'oxygène détecté. Bien 
que les résultats montrent un effet protecteur pour K~, il 
reste que l'amplitude de l'effet est bien inférieur à celui 
noté pour le dégagement d'oxygène. 
Les résultats présentés dans cette section indiquent 
que le tau>: de réduction du bassin de plastoquinones par les 
PSII est diminué par le traitement au sulfate. Si le PSII~ 
est seul responsable de la réduction des PO membranaires 
(Graan et Ort 1986; Melis 1985), alors l'étude présentée 
indique que la photochimie des PSII~ est plus affectée par 
le sulfate que l'est celle du PSII~. L ' analyse de 
l'accroissement de l'aire au dessus des courbes d'induction 
de fluorescence a démontré que les PSII~ et ~ étaient 
sensitles au sulfate à un degré différent. Il est évident 
que l'activité en dégagement d'oxygène dépend beaucoup plus 
de la photochimie des PSII~ et de son inhibition par le 
sulfate que des PSII~. Le taux de réduction des 
PSI!b évalués en présence de DeMU s'est montré peu affecté 
par le sulfate et son inhibition du dégagement d'oxygène. 
Des études précédentes démontrant le peu de dépendance entre 
le K~ et l'activité génér~le du PSII est d'ailleurs en 
accord avec notre présente étude (Melis 1985; Melis et 
Harvey 1981). En considérant l'intégration des résultats 
présentés ici avec les données publiées précédemment, nous 
proposons que l'activité en dégagement d'oxygène dépend 
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principalement de l'activité en PSII~. Ce postulat est 
aussi supporté par le fait que le PSII~ a u~ nombre de 
pigments antennes et une activité photochimique inférieure à 
celle du PSII~ (Percival et coll., 1984; Renger . et Schulze 
1985). 
En conclusion, les résultats indiquent que l'activité 
photochimique des PSII~ est sensible à l'inhibition du 
CDO par le sulfate. Cependant, il semble que les PSII~ qui 
ne contribuent plus à la fluorescence variable sont 
complètement arrêtés par le sulfate, tandis que l'autre 
partie des PSII~ qui émet encore de la fluorescence variable 
malgré le sulfate possède un taux de réduction des 
Qa intact. La moindre sensibilité des PSII~ détectés par 
les méthodes utilisées peut être due au faible transport 
d'électron dans les PSII~, ce qui peut diminuer l'impact 
apparent de l 'inhibition d~ l'activité du CDD. 
3.2.5.Réversibilité de l'inhibition du PSII par le 
sulfate dans l'algue marine Dunaliella bardawil: L'apport 
excessif de sulfate aux organismes marins photosynthétiques 
provoque une diminution de croissance qui peut aller jusqu'à 
la mort de l'organisme (Rennenberg 1984; Post 1977). 
L'algue marine Dunalliela est intéressante à ce niveau 
puisque cette espèce a des propriétés d'adaptation à la 
teneur en sulfate du milieu de croissance. Gimmler et Weiss 
(1987) publiaient récemment que l'algue Dunaliella parva 
pouvait se développer normalement dans une solution 
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contenant jusqu'à 500 mM sulfate. Des résultats similaires 
ont été obtenus précédemment pour l'algue Dunalliela marina 
(Leona et Strogonov 1985). Les cibles d'effet du sulfate et 
les mécanismes par lesquels les individus de ce genre 
résiste à de telles concentrations de sulfate sont peu 
connus à ce jour. Il a été proposé que la résistance des 
algues au stress ionique provenait d'une synthèse 
supplémentaire de glycérol dans le cytosol de façon à 
contrer la pression ionique et osmotique venallt de l'excès 
de sel dans le milieu de croissance (Gilmour et coll., 
1984). 
L'accumulation de sulfate dans la cellule peut conduire 
à la présence excessive de sulfate dans le chloroplaste 
(Rennenberg 1984). Cet apport de sulfate dans le 
chloroplaste peut conduire à l'inhibition de la 
photosynthèse primaire par l'arrêt de l'activi~é du PSII 
(Itoh et Uwano 1986; Beauregard et coll., 1987; Beauregard 
et Popovic, 1988). Cet arrêt de la photosynthèse primaire 
peut évidemment suffir à causer la mort de l'organisme. 
D'autre part, une exposition des algues à un stress ionique 
aussi important (0.5 M) peut induire divers effets sur la 
physiologie des algues. Lorque les algues sont exposées à 
un stress ionique, des ch~ngements dans la physiologie des 
algues ont été détectés au niveau du chloroplaste (Gilmour 
et coll., 1984; Gilmour et coll., 1985). 
Dans les algues vertes, l'émission de fluorescence est 
une sonde efficace pour l'étude des facteurs tels que 
· 1 
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l'intensité lumineuse, la température, les inhibiteurs, la 
concentration en ions, et différents stress (Bose 1982). 
De plus, la mesure de fluorescence variable peut être 
utilisée pour la détection rapide des effets de stress sur 
les organismes photosynthétiques (Krause et Weiss, 1984; 
Govindjee et Satoh, 1986; Samson et Popovic, 1988). 
Dans cette section, l'effet de la concentration en 
sulfate sur la croissance de l'algue Dunaliella bardawil est -
investigué par l'analyse de la fluorescence variable, de 
l'émission de fluorescence à basse température, par 
dégagement d'oxygène et par mesure de croissance. La 
présente section vise à répondre aux questions suivantes: . 1-
est-ce que l'incubation des algues dans une solution 
concentrée en ·sulfate mène à l'inhibition du PSII ? 2- si 
oui, quelle est l'importance de cette inhibition pour l'état 
physiologique des algues? et 3- est-ce que l'investigation 
de la sensibilité de l'appareil photosynthétique au sulfate 
peut confirmer ou infirmer l'hypothèse de Gilmour et coll~ 
(1984) quant à un mécanisme possible de résistance dans les 
algues de type Dunaliella ? Les résultats de cette section 
démontrent que l'appareil phctosynthétique de l'algue est 
touché à deux niveaux par les traitement au sulfate, mais 
que l'algue Dunaliella bardawil peut surmonter l'aggression 
. 
en dépit de concentrations élevées en sulfate (0.5-1.0 M). 
Les algues Dunaliella bardawil proviennent de la 
collection du Dr. Ben-Amotz, Haifa, Israël. Les conditions 
de croissance sont énumérées au chapitre 2. Les algues ont 
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été exposées au sulfate de sodium lorsqu"en phase de 
croissance exponentielle et incubées jusqu'à 72 heures sous 
une illumination de 2000 lux à 25 a C. Les cellules ont été 
dénombrées avec un compteur à culture, modèle ZF "particle 
counter" ayant un orifice de 100 f..1m. Les mesures de 
dégagement d'oxygène, de fluorescence variable ainsi que de 
spectrofluorimétrie à basse température ont été faites dans 
le milieu de traitement au sulfate, avec les techniques 
décrites dans le chapitre 2. 
La croissance des algues a été mesurée après avoir 
augmenté la teneur en sulfate de 24 mM (contrOle) à 0.5, 
0.75, i.o et 1.3 M. La figure 42 démontre que l'incubation 
dans 0.5 M (courbe B) et O.75M (courbe C) pour 24 heures eut 
pour effet de diminuer légèrement la densité en cellules, 
tandis qu"après 72 heures, les algues semblent avoir repris 
un taux de croissance quasi normal (courbe contrOle: A). 
Lorsque la concentration en sulfate de sodium présente dans 
le milieu de croissanc~ passait à 1.0 M, la croissance des 
algues fut sévèrement ralentie (courbe D), et la légère 
résistance des algues observée après 48 heures ne fut pas 
suffisante pour permettre à la culture de cro~tre 
normalement dans de telles conditions L'effet le plus 
spectaculaire fut sans co~tredit observable pour les algues 
incubées dans 1.35 M sulfate (courbe E). Dans ce cas, le 
nombre de cellules a chuté drastiquement après seulement 
24 heures de traitement,sans rémission dans les jours 
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Figure 42. Effet de la concentration en sulfate sur la 
croissance des algues Dunaliella bardawil. 
présence de 1.0 M sulfate était stabilisé, il semble que 
l'effèt de 1.3 M sulfate est de provoquer la mort immédiate 
de la colonie. La résistance de l'algue à des 
concentrations de 0.5 M et 0.75 M sulfate de sodium que nous 
avons observée ici confirme les travaux du même genre avec 
les algues de l'espèce Dunaliella (Leonova et Strogonov, 
1985; Gimmler et Weiss, 1987). Il fut proposé par Gimmler 
et Weiss (1987) que la résistance de Dunaliella parva était 
due à sa capacité de maintenir sa concentration interne en 
sulfate à un niveau stable. Une synthèse de glycérol plus 
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importante semble être un mécanisme utilisé dans les 
Dunaliella pour résister à de fortes concentrations de sel 
(Gilmour et coll., 1984). A des concentrations de 1.0 M et 
1.3 M sulfate, nos résultats démontrent que la protection 
est inopérante et que la colonie ne peut se développer 
normalement ou s'éteint. 
Le dégagement d'oxygène des algues s'est montré- fidèle 
à leur taux de croissance. Après 24 heures de traitement 
dans 0.5 et 0.75 M, le dégagelAent d'oxygène mesuré était de 
34% et de 26% de la valeur des algues contrOles. Après 72 
heures, cette activité avait repris à 70% et 50%. Pour les 
autres traitements, le dégagement d'oxygène ne fut pas 
détectable et ce après 24 heures et plus d'incubation. Ces 
résultats indiquent donc que l'activité photosynthétique 
peut être une cible pour le traitement au sulfate de sodium. 
Cette possibilité a été inves~:guée par la mesure de 
fluorescence variable. La figure 43 montre une courbe 
typique de fluorescence variable mesurée dans les algues 
avant l'ajout de sulfate de sodium (courbe A). On peut y 
distinguer trois niveaux caractéristiques 0, P, S (Krause et 
Weis 1984). La courbe B indique l'effet du traitement avec 
0.75 M sulfate après 30 min d'incubation. L'intensité de 
fluorescence au niveau P est abaissée après un tel 
traitement. Vingt quatre heure~ d'incubation plus tard, cet 
effet était disparu et une montée de fluorescence variable 
comparable à celle enregistrée en absence de sulfate de 
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F.igure 43. Recouvrement de la fluorescence variable 
1 
des algues incubées dans 0.75 M sulfate de sodium. 
faites pour tous les traitements et sont analysées en figure 
44. La fluorescence au niveau P y est indiquée pour 
différents temps de traitements. Les résultats indiquent 
que la fluorescence variable est demeurée intacte pour les 
1 algues incubées dans 0.5 M Na~S04 (cercles). Dans le 
cas où 0.75 M sulfate était présent (hexagones), une baisse 
de fluorescence suivie d'une augmentation détectable après 
1 une heure fut enregistrée~ Après 24 heures, la fluorescence 
variable était complètement rétablie. Un phénomène 
similaire s'est produit pour les algues incubées dans 1.0 M 
sulfate (carrés) excepté que le rétablissement de la 
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Figure 44. Effet de la concentration de sulfate de 
sodiu~ sur la fluorescence au niveau P après différentes 
périodes d'incubation. 
fluorescence variable détectée dans des algues traitées avec 
1.3 M sulfate (triangles) est tombée rapidement à 15% de la 
valeur d'origine sans aucun changement. 
La baisse de fluorescence variable au niveau P est due 
à l'impossibilité de réduire les accepteurs primaires dans 
les PSII (Govindjee et Satoh 1986). Un tel effet est 
. 
généralement observé pour des PSII ayant une inhibition au 
niveau du CDO (Akerlund 1982; Schreiber et Neubaeur 1987; 
résultats de la section 3.2.4.). Il se peut donc que le 
sulfate affecte directement 1 "activité du PSI!, tel que 
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démontré par les mesures de dégagement d'oxygène et la 
figure 44. L'inhibition du COO par l'ion sulfate est 
d'ailleurs bien connue (Itoh et Uwano 1986; Beauregard 
et coll. 1987; résultats de la section 3.2.3.). Cette 
interprétation suppose que le sulfate atteint physiquement 
le thylacoïde dans le chloroplaste. Donc, dans le cas des 
algues traitées avec 0.75 M sulfate, l'inhibition temporaire 
du COO pourrait être levée par une expulsion du sulfate du 
chloroplaste. Le mécanisme de recouvrement au stress 
ionique dans les algues Ounaliella pourrait donc lever 
l'inhibition de la photosynthèse primaire en "sortant" l'ion 
sulfate du chloroplaste. Une présence excessive de glycérol 
promue par ce mécanisme pourrait avoir ce rôle (Giimour 
et coll. 1984). De plus, le glycérol lui-même a un pouvoir 
protecteur sur le COO du PSII (Aoki 1986). 
Il semble que la fluore~cence variable s'est montrée un 
paramètre efficace pour prédire rapidement (1 heure) la 
baisse ou la reprise du taux de croissance observé des jours 
plus tard. La comparaison de la figure 42 et 44 suggère que 
l'inhibition du taux de croissance est liée à celle du PSII. 
Il est évident que l'arrêt prolongé de la photosynthèse est 
suffisant pour tuer un organisme photosynthétique. 
Critchley (1982) a propos~ que la tolérance de certaines 
plantes (halophytes) à de hautes concentrations de sel 
reposait sur la protection de l'activité du PSII. Les 
résultats montrés ici, en plein accord avec cette idée, 
suggèrent que l'activité du PSII Est un facteur prépondérant 
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dans la tolérance des algues Ounaliella au sulfate en excès. 
La sensibilité de l'appareil photosynthétique aux 
traitements au sulfate a été évaluée par spectrofluorimétrie 
à basse température. Le spectre de fluorescence obtenu 
d'algues contrOles est ' montré en figure 45. On peut y voir 
deux bandes principales à 688 nm et 698 nm (courbe 1). 
L'émission de fluorescence à 715-720 nm généralement dans 
les algues vertes est difficilement détectée sous forme d'un 
épaulement étendu à 710-740 nm (Govindjee et Satoh 1986). 
Cette bande d'émission est attribuée au PSI, tandis que les 
bandes à 688 (F688) et à 698 (F698) sont associées au CCL-II 
et à l'antenne intime du PSII (Govindjee et Satoh 1986). 
Les spectres de fluorescence à basse température mesurés 
après 24 heures de traitement sont montrés en figure 45. On 
peut noter que l'intensité de fluorescence F688 est abaissée 
pour les algues traitées avec 0.5 M (spectre 2), 0.75 M 
(spectre 3) et 1.3 M (spectre 4), comparé aux algues 
contrOles (spectre 1). L'intensité de fluorescence émise à 
plus grandes longueurs d'onde a été légèrement augmentée par 
le traitement. L'incubation des algues dans toutes les 
conditions utilisées n'a donné aucun effet sur les spectres 
lorsque mesurés après 2 heures d'incubation. 
La baisse du maximum q'émission à 688 nm après 24 heures 
de traitement avec toutes les concentrations de sulfate 
utilisées est démontrée en figure 43. Le rapport F688/F698 
passe de 1.3 à 0.6 pour 1 'éc~antillon traité dans 1.35 M 
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Figure 45. Spectre d'émission de fluorescence à basse 
température des algues après 24 heures de croissance dans 
différentes concentrations de sulfa~e de sodium. 
modification du transfert de l'énergie excitonique parmi les 
complexes PSII, PSI et CCL-II (Krause et Weis 1984). Nos 
résultats suggèrent que sous traitement au sulfate, le 
transfert du CCL-II vers les PSII et probablement les PSI 
est augmenté. L'amplitude du transfert excitonique entre les 
camp le>: es dépend de 1 eur Rro>:i mi té qui est détermi née par 1 a 
conformation des thylacofdes (Karukstis et Sauer 1985; 
Barber 1982). Un changement ccnfcrmationnel peut ~+ro 
induit par un masquage des charges à la surface de la 
membrane CKarukstis et Sauer 1985) par le sulfate de sodium 
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ou une modification de la pression osmotique (Preston 
et coll., 1987) par le Na~S04 et le glycérol dans le 
chloroplaste. 
Le fait qu'une modification de la distribution 
excitonique (détectée par spectrofluorimétrie à basse 
température) s'est produite dans les algues après quelques 
heures de traitement dans 0.5 M et 0.75 M semble corroborer 
des observations faites précédemment. Il a été démontré que 
malgré la reprise de 1 "activité du PSII après une inhitition 
temporaire, le taux de croissance n'a pas été complètement 
recouvré (courbe 3,' fig.42). Il semble donc que le sulfate 
de sodium exerce un autre effet sur l'appareil 
phptosynthétique qui ne peut être annulé. L'effet du 
su1.fate de sodium sur l"activité du PSII semble donc 
indépendant de cet effet sur la densité excitonique des 
complexes chlorophylle-protéine démontré en figure 45. 
L'hypothèse d'un stress osmotique sur les thylacoïdes (et la 
modification conséquante de la distribution d'énergie) 
induit par le sulfate de sodium et un métabolite tel le 
glycérol reste valable dans ce contexte. 
En conclusion, les résultats démontrent que 1 "algue 
Dunaliella bardawil peut survivre à teneur élevée en sulfate 
de sodium dans le milieu de croissance. En présence de 0.75 
M sulfate, les algues ont été affectées temporairement mais 
ont surmonté le stress en moins de 24 heures. A plus haute 
concentration, le recouvrement de la croissance ne fut que 
précaire (1.0 M), ou nul et la culture fut anéantie (1.35 
1 
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M). L'étude présentée permit d'identifier deux cibles 
d'effet du sulfate de sodium. La première est l'inhibition 
du CDO du PSII, conduisant au ralentissement de la 
photosynthèse primaire. Cet effet fut détecté en 5 min du 
début du traitement par fluorescence variable ce qui suggére 
que le sulfate atteint physiquement les thylacoïdes 
rapidement dans Dunaliella bardawil. L'inhibition du CDO 
par le sulfate est complètement réversible tel qu'observé 
pour les algues traitées dans 0.75 M sulfate de sodium. 
Cette rémission d'activité du PSII a été détectée en 1 heure 
par fluorescence variable et s'est montrée un signe 
avant-coureur de l'effet du sulfate sur la croissance des 
algues détectée des jours après. La seconde cible du stress 
au sulfate de sodium identifiée est l'arrangement des 
complexes chlorophylle-protéine tel que révélé par 
spectrofluorimétrie à basse température. La modification de 
la densité excitonique au niveau du thylacofde n'a été 
détectée que plusieurs heures après le début des 
traitements. Il semble que cet effet n'a pas de relation 
directe avec l'inhibition du PSII ni avec la capacité des 
algues de surmonter la baisse de croissance. Cependant, il 
semble que ce second effet du sulfate de sodium peut 
affecter le rendement pho~osynthétique et ceci s'est fait 
remarquer par l'impossibilité de recouvrir l'entière 
capacité de croissance des algues. Les résultats semblent 
supporter la proposition (Gilmour et coll., 1984) d'une 
csmcrégulation par la production de glycérol 
1 
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3.2.6.Inhibition du processus de photoactivation 
du PSII par le sulfate de sodium: Il existe très peu 
d'information sur l'effet du sulfate au niveau des 
différents mécanismes de développement du chloroplaste. Une 
étape importante de ce développement est la photoactivation 
du PSII, et ce processus peut être étudié aisément dans des 
feuilles ayant poussé sous de courts éclairs. Les 
chloroplastes de telles feuilles o~t un système de transport 
d'électrons organisé, mais aucune activité du CDO du PSII 
(Rémy 1973; Strasser et Sironval 1977; ana et coll.,1986a). 
La capacité à dégager l'oxygène et de permettre le transpbrt 
d'électrons linéaire peut être induite par l'exposition des 
feuilles à la lumière continue. A ce moment, la 
photoactivation se produit (Michel et Sironval 1972; 
Strasser et Sironval 1974). Etant donné qu'il existe une 
corrélation entre l'apparition de la fluorescence variable 
et la photoactivation (Strasser et Sironval 1974), la 
sensibilité de la photoactivation aux sels de sulfate sera 
investiguée par fluorescence variable. 
Les chlorures ont été proposés comme ligands du 
manganèse dans le CDO (Critchley 1985). Donc, un enlèvement 
des chlorures par le sulfate pourrait empêcher la fixation 
des manganèses pendant la photoactivation. Dans cette 
section, les questions suivantes seront étudiées: 1- est-ce 
que le sulfate peut inhiber le processus de photoactivation 
du cno ? et 2- est-ce que cet effet est attribuable à la 
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compétition des ions sulfates avec le~ chlorures? Les 
feuilles d'orge non-photoactivées ont été préparées selon le 
régime suivant: 3 jours en noirceur totale, suivis de 3 
jours sous éclairs de 500 us séparés de 5 min (Ono et coll., 
1986a) • La photoactivation de ces feuilles a été provoquée 
par exposition sous lumière continue de 20 mW/cm 2 • Les 
solutions de sels ont été infiltrées sous vide dans des 
segments de feuilles de 2 cm. Les segments de feuilles 
furent déposés à la surface de la soluiion tamponnée avec 25 
mM Hepes (pH 7.0) et soumis au vide pour différentes 
périodes (jusqu'à 1 heure) à température de la pièce en 
obscurité. Les mesures de fluorescence variable et de 
transport d'électron par colorimétrie ont été réalisées tel 
que décrit au chapitre 2. Les spectres de fluorescence à 
température de la pièce présentés dans cette section ont été 
mesurés à l'aide d'un spectrofluorimètrE équipé d'une 
matrice de diode (optical multichannel analyser) permettant 
la mesure d'un spectre de 650 nm à 750 nm en 20 ms (Sironval 
et coll., 1984). Les spectres présentés ici sont la somme 
de 10 balayages (20 ms chaque) pour un temps total 
d'illumination de 2 sec, tel que détaillé au chapitre 2. 
Les expériences de photoactivation performées dans le cadre 
de ces mesures consistent à utiliser le laser de 
.. 
1 ' apparei 1 (i\. max= 632.8 nm) ayant une pui ssance de 60 
mW/cm 2 • 
L'incapacité du cno à émettre l'oxygène dans des 
feuilles cultivées sous éclairs est facilement observable 
1 
115 
par colorimétrie du DC?IP. Le tableau 5 montre le transport 
d'électrons du PSII évalué par le taux de réduction du 
DCPIP. 
Tableau 5 
Transport d'électrons des PSII non-photoactivés et 

















Lorsque les chloroplastes des feuilles cultivées sous 
éclairs sont isolés et soumis à la mesure de réduction du 
DC?IP, aucun transport d'électron n'est délecté. L'addition 
de DPC, un agent donneur au niveau de Z qui remplace le CnD 
dans le transport d'électron (Muallem et Izawa 1980), permet 
de mesurer une activité du PSII. Ceci indique que 
l'incapacité du PSII au t~ansport d'électron est imputable à 
une déficience du COD. Lorsque les chloroplastes sont 
isolés de feuilles ayant reçu une illumination continue pour 
10 min, cette déficience est éliminée et le PSII est 
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Figure 46. Effet du sulfate de sodium sur la 
photoactivation de feuilles cultivées sous éclairs détectée 
par fluorescence variable. 
donneur artificiel ope. La figure 46 montre la dépendance 
entre la photoactivation des PSII et l'apparition de la 
fluorescence variable. an peut voir que la fluorescence 
mesurée de feuilles non-photoactivées (pas encore exposées à 
la lumière continue) est très faible (courbe e). Après une 
illumination de 10 min en continu, ces m~mes feuilles 
émettent une fluorescence variable (courbe a) ayant les 
traits caractéristiques d'une feuilles mature (Krause et 
Weis 1984). Dans ce cas, }es feuilles sont pleinement 
photoactivées (Strasser et Sironva1 1974). Les courbes b, c 
et d correspondent aux feuilles traitées avec le sulfate de 
sodium pendant 15, 30 et 60 min ~ espectivement. Les 
feu i lles ont reç~ une pér i ode égale d' i llumination continue 
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après l'infiltration, soit 10 min. Les résultats démontrent 
bien que l'infiltration au sulfate suivie d'illumination 
continue ne permet pas d'atteindre un niveau de fluorescence 
aussi élevé que pour les feuililes contrOles (courbe a). En 
fait, le niveau P est diminué et la descente P-S est 
éliminée par le traitement. Lacüurbe f indique l'effet 
d'une infiltration avec une solution tamponnée pendant plus 
d'une heure avant illumination continue. On peut voir que 
le traitement d'infiltration lui-même n'induit pas 
l'inhibition du processus de photoactivation. 
Les feuilles contrOles (courbes a et f) ont démontré 
une fluorescence variable intense après illumination 
continue, ce qui indique que les PSII de ces feuilles ont 
été photoactivés et que leurs CDO sont désormais 
fonctionnels (tableau 5; Strasseret Sironval 1974). La 
comparaison de l'intensité de fluorescence au niveau P 
obtenue pour les feuilles non-traitées et celle des feuilles 
traitées au sulfate de sodium indique que ce traitement 
affecte grandement l'activité du PSI!. Une intensité de 
fluorescence au niveau P plutôt faible indique ' que le centre 
réactionnel ne parvient pas à maintenir Qa à l'état réduit, 
ce qui est probablement da à l'impossibilité du CDO de 
fournir les électrons au ~680 (Papageorgiou 1975; Krause et 
Weis 1984). Une incapacité du cne après la période 
d'illumination continue peut ' étre attribuable à l ' inhib i tion 
du processus de photoactivation par le sulfate de sodium. 
Cependant, un effet du sulfate su~ les cne déjà photoac~ivés 
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est aussi possible, puisque le sulfate inhibe l'activité des 
PSII matures (Itoh et Uwano, 1986; Beauregard et coll., 
1987; Beauregard et Popovic 1988). 
Afin de distinguer entre l'effet possible du sulfate de 
sodium sur le processus de photoactivation lui-même et 
l'effet du sulfate sur le COD après photoactivation, l'effet 
de l'infiltration au sulfate de sodium a été étudié avec des 
feuilles partiellement photoactivées (Michel et Sironval 
1972). Les courbes de fluorescence c, b et a de la figure 
47 proviennent de feuilles .yant reçu une illumination 
continue de 0.5, 3 et 10 min, respectivement. Un traitement 
de ces feuilles avec le sulfate de sodium suivi d'une 
période additionelle d'illumination continue n'a eu aucun 
effet sur la fluorescence variable mesurée (courbes 
pointillées). Il semble que les feuilles partiellement 
photoactivées ne peuvent atteindre un niveau de 
photoactivation supérieur après l'infiltration au sulfate de 
sodium. Un traitement à l'eau tamponnée n'a provoqué aucune 
interférence au processus de photoactivation ( résultats 
non-montrés). 
Les résultats en figure 47 démontrent donc que 
l'infiltration au sulfate empêche la photoactivation des 
PSII sans toutefois inhiber les PSII déjà photoactivés. 
Ceci suggère que l'infiltration au sulfate de sodium 
interfère spécifiquement avec la photoactivation du COD. Le 
traitement au sulfate a provoqué la disparition de 
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Figure 47. Effet du sul fate de sodi um sur la . 
photoactivation de feuilles partiellement photoactivées. 
pointillés. C~ phénomène s'est aussi produit pour les 
expériences présentées en figure 46 (courbe~ b,c,et dl. Le 
transient P-S de l'induction de fluorescence serait contrblé 
par l'état d'oxydo-réduction du PSI et sur la mise en place 
du gradient de protons de part et d'autre de la membrane 
CMurata et Sughara 1974; Krause et Weiss 1984}. Les 
résultats présentés ici semblent donc supporter la 
proposition récente que l'excès de sels dans le chloroplaste 
peut affecter la mise en Rlace du gradient de protons 
(Gilmour et coll.,1985). 
L'effet du sulfate de sodium sur la photoactivat i cn a 
aussi été révélé par l'étude de l'évolution du spectr~ de 

















a: 8 0 
::::1 
...1 3 IL. 
LU 
Q 




l- I ~ 
650 675 700 725 750 
LONGUEUR D'ONDE (nm) 
Figure 48. Modification du spectre de fluorescence 
pendant la photoactivation à température de la pièce. A) 
feuilles controles, B) feuilles traitées avec 1 M sulfate 
pendant 1 heure. 
La photoactivation du PSII est accompagnée d'un déplacement 
spectral vers le bleu du maximum d'émission de fluorescence 
des feuilles à température de la pièce (Franck et Dujardin, 
1 en préparation). La figu~e 48A montre l'évolution du 
spectre de fluorescence pendant les deux premières minutes 
d'illumination continue au laser. La c~mparaison des 
spectres a (début de l'éclairement ) et c (après deux minutes 
l 'illuminati~n) montre un déplacement dO 
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relative des composantes de plus grandes longueur d ' onde 
(note: le spectre b est mesuré après 1 min d ' illumination). 
Après une courte période en noirceur, la même série de 
spectre fut enregistrée (non-montré) mais aucun changement 
ne fut observé, signe que le système a atteint un état 
stationnaire (note: les spectres mesurés dans ce cas sont 
identiques au spectre c de la figure 48A). La figure 48B 
montre l'évolution des spectres de fluorescence des feuilles 
traitées au sulfate de sodium (1 M pour 1 heure). Aucun 
changement n'a été observé pour ces feuilles pendant les 2 
premières minutes d ' illumination continue, indiquant que les 
systèmes pigmentaires ou les rendements de fluorescence de 
ces systèmes n'ont pas changés~ Ce résultat supporte 
l'hypothèse de l'inhibition de la photoactivation du PSII 
par l'infiltration au sulfate de sodium. 
De façon à vérifi ~r la spécificité du sulfate de 
sodium, l'effet de traitements similaires avec d'autres sels 
a été étudié. Le tableau 6 montre la fluorescence variable 
normalisée au transient P obtenue après différents 
traitements suivis d'illumination continue. Tel que vu, 
tous les traitements ont été efficaces à diminuer 
l'apparition de fluorescence variable sauf le sucrose. 
Il a été démontré que la photoactivation du PSII consistait 
en la fixation du manganèse et du calcium dans le PSII (Ono 
et coll., 1986a). Les chlorures ont été proposés comme 
ligands du manganèse dans le CDO (Cr i tchley Hsu 
et coll., 1987). On a aussi montré dans le passé que le 
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Tableau 6 
Effet de l'infiltration avec différents sels sur la 
photoactivation de feuilles cultivées sous éclairs. La 
photoactivation est mesurée par la fluorescence normalisée 
mesurée au niveau P. 
Solution de Fp-Fo Solution de Fp-Fo 
traitement Fo traitement Fo 
Eau tamponnée 1.0 Na2 S04 1.0 M 0.4 
+ KCl 0.05 M 
Na2S04 1.0 M 0.4 
0.4 
0.45 + I<Cl 0.1 M 
NaCI 1. (' M 0.45 Na 2S04 1.0 M 0.4 
+ NaCl 0.05 M 
KCl 1. 0 M 0.45 
Na2 S04 1.0 M 0.4 
Sucrose 1.0 M 1.0 + NaCl 0.1 M 
sulfate déplaçait les chlorures du cno (Itoh et Uwano, 1986; 
.. 
résultats de la section 3.2.3) et que conséquemment, le 
sulfate pourrait altérer l'environnement des atomes de 
manganèse (Hsu et coll., 1987). Cependant, les résultats 
montrés au tableau 6 indiquent que l'effet du sulfate sur la 
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photoactivation n'est pas da au déplacement des chlorures de 
COD, étant donné que les sels de chlorure et différentes 
combinaisons de sels ont aussi provoqué l'arrêt de la 
photoactivation. Le sucrose s'est montré incapable 
d'entraver la photoactivation et ceci indique que l'effet du 
sulfate de sodium n ' est pas relié au stress osmotique. 
L'infiltration au sulfate de sodium pourrait provoquer 
un effet de masquage de charges à la surface des thylacoïdes 
et ceci diminuerait l'attra~tion pour les cations manganèse 
et calcium requis pour la photoactivation. En outre, la 
photoactivation est accompagnée de la fixation des 
polypeptides de 23 et 18 kOa au PSII (Ono et coll., 1986a). 
Les liens entre ces protéines et le PSII sont grandement 
dépendants des propriétés électrostatiques de la surface du 
thylacoïde <Kuwabara et Murata, 1983; Beauregard et coll., 
1987; Beauregard et Popovic \988). Dans ce contexte, 
l'effet d'infiltration de sels pourrait être d'empêcher la 
fixation des polypeptides de 23 et 18 kDa. 
En conclusion, les résultats montrés dans cette section 
démontrent que l'infiltration de sulfate de sodium dans les 
feuilles non-photoactivées provoque l'inhibition du 
processus de photoactivation du PSII par un effet ionique 
non-spécifique. Conséquemment, l'accumulation de sulfate 
dans les cellules végétales peut interférer avec la 
photoactivation du COD. L'entrave de cette étape cruciale 
de la mise en marche du transport d'élect~on peut diminuer 
considérablement la photosynthèse du chloroplaste nécessaire 
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à la croissance des feuilles. Il peut donc être inféré que 
l'entrée excessive de sulfate dans les plantes suite aux 
pluies acides enrichies en sulfate (ou à l'exposition au 
SO~) peut diminuer leur croissance par son effet sur la 




4.1. Aspects fondamentaux: La thèse que je viens de présenter 
montre que l'inhibition de l'activité du PSII par le sulfate 
peut être contrée in vitro par l'addition de chlorures et est 
réversible in vivo dans Ounaliella bardawil. Mes résultats 
démontrent . que l'inhibition du sulfate se fait exclusivement 
du cOté du COO dans le PSII, n'ayant aucun effet sur le site 
du bicarbonate impliqué dans le transfert d'électrons entre Oa 
et Ob. Ces observations suggèrent fortement que le 5ulfate 
inhibe l'activité du PSII par la compétition avec les ions 
chlorures au niveau de CDO. L'effet de la lumière sur cette 
inhibition indique que les chlorures sont échangés plus 
rapidement pour des ions sulfates quand le COO est actif. 
Cette interprétation supporte un mécanisme d'entrée et sortie 
des chlorures dans le CDO pendant l'oxydation de l'eau. J'ai 
aussi montré que l'enlèvement des chlorures par le sulfate 
conduit à un blocage total d'une partie de la population des 
PSII, plutOt qu'un blocage partiel de tous les PSII. Il 
semble que les PSII~ et PSII~ sont tous deux affectés par 
cette inhibition, mais que le faible transport d'électrons du 
. 
PSII~ diminue l'impact de l'effet du sulfate sur son activité. 
Le travail présenté révèle que l ' inhibition du eno par le 
sulfate est accompagnée du larguage des polypeptides de 23 et 
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18 kDa lorsque la concentration en sulfate est suffisamment 
élevée. Contrairement à une étude contemporaine (Homann 
1987a), aucun rOle des chlorures dans le maintien des liens 
entre ces polypeptides et le PSII n'a été décelé. Les 
polypeptides de 23 et 18 kDa sont enlevés du PSII à pH 
supérieur à 7 et j'ai trouvé que cet enlèvement est stimulé 
par la présence de sulfate. Les traitements au sulfate pour 
provoquer l'enlèvement des chlorures récemment utilisés dans 
le domaine ont donc deux conséquences: l'enlèvement des 
chlorures et le larguage de polypeptides impliqués dans la 
fonction des chlorures. Je suggère que ce phénomène est à la 
base du ' débat pour le rOle des chlorures dans l'avancement des 
états S (Hamann 1987b). Mes observations supportent le 
concept de la participation des chlorures dans le passage de 
1 l'état S~ à S3. La sensibilité des protéines au pH 
alcalin a aussi une importance dans l ' interprétation des 
études traitant des sites possibles du liens pour les 
chlorures dans le COO. 'Un modèle récent pour la fonction de 
l'ion chlorure ' dans le CDO a été proposé par Coleman et 
Govindjee (1987). Or, une des premières spéculation présentée 
dans ce modèle consiste à attribuer la ligation des chlorures 
à des groupes basiques de la suite d'acides aminés de la 
1 1 protéine de 33 kDa. Le titrage de ces groupes basiques à pH 
alcalin provoquerait la perte des chlorures. J'ai montré ici 
que l'enlèvement des chlorures à pH alcalin peut être 
attribuable à l'enlèvement des protéines de et 18 kDa aussi 
bien qu ' au titrage de groupes protonables. Je propose que le 
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rOle des chlorures et le rOIe des protéines de 23 et 18 kDa 
dans le mécanisme d'oxydation de l ' eau ont été confondus dans 
ce modèle. D'autre part, on stipule dans ce modèle que les 
chlorures ne sont pas des ligands du manganèse. Mes résultats 
présentés ici supportent ce concept, en opposition à d'autres 
rapports (Damoder et coll., 1986; Hsu et coll., 1987). 
Les résultats obtenus par utilisation des ions sulfate et 
sulfite permet aussi de mieux conna~tre les propriétés des 
polypeptides extrinsèques du PSII. Les polypeptides de 23 et 
18 kDa seraient liés au PSII via des interactions 
électrostatiques brisées par augmentation de la force ionique 
ou par titrage des groupements peptidiques chargés. Dans le 
cas de la protéine de 33 kDa, les résultats supportent 
l'existence de ponts hydrogène et suggèrent que les ponts 
disulfures ont aussi un rOle à jouer dans le maintien des 
liens entre ~a protéine et le PSII. 
Le travail présenté démontre que le PSII est sensible à 
l'incubation avec l'ion sulfite. En solution, le sulfite 
s'oxyde rapidement pour diminuer la quantité d'oxygène dissout 
et se transforme en sulfate. Il Y a donc trois inhibiteurs 
présents dans une solution de sulfite: le sulfite, le sulfate 
et le manque d'oxygène, capable d'inactiver le CDO (Popovic et 
coll., 1984). 
très complexe. 
La nature qe l'inhibition au sulfite est donc 
4.2. Aspects pratiques: L'accumulation du 
sulfate dans les organismes photosynthétiques suite à 
l'exposition au SO~ ou aux plu i es acides est un phénomène 







Rennenberg 1984). L'étude présentée ici permet de penser que 
le sulfate peut traverser tous les niveaux de membranes 
séparant le PSII de l'extérieur de l'organisme, du moins pour 
l'orge et l'algue Dunaliella bardawil. L'amplitude de l'effet 
du sulfate sur le PSII dans ces organismes dépend de la 
concentration de sulfate ou du temps de traitement ce qui 
suggère que l'entrée du sulfate se fait (au moins en partie) 
par diffusion, en accord avec d~s travaux précédents 
(Rennenberg 1984; O'Connor et coll., 1986). L'inhibition 
réversible du CDO dans le PSII par le sulfate semble expliquer 
plusieurs observations faites à partir d'expériences de 
fumigation au S02 sur des plantes entières in vivo. En 
effet, la fumigation au S02 conduit à l'inhibition du PSII 
précisément du cOté du CDO (Shimazaki et Sugahara 1980; Chung 
1982; Miszlalski 1983; Omasaka et coll., 1987). De plus, 
cette inhibition conséquente à l'absorption de S02 est 
réversible (Malhotra et Khan 1983; Olszyk et Tingey 1984; 
Shimazaki et coll., 1984), tout comme l'inhibition du PSII par 
le sulfate démontré dans ce travail. Je peux donc proposer 
que l'inhibition du PSII par le sulfate est un mode d'action 
du S02 sur la photosynthèse des plantes. De même, 
l'absorption du sulfate par les plantes ou les algues suite 
aux précipitations acides.peut aussi conduire à l'inhibiton du 
PSII. J'ai mis en évidence l'importance de cette inhibition 
pour le développement de l'organisme touché en montrant -le 
haut degré de corrélation existant entre l'activité du PSI! 











processus de photoactivation par le sulfate dans les 
chloroplastes en développement est aussi un mode d'action 
probable du SO~ et des pluies acides sur le développement 
des organismes photosynthétiques. 
Le sulfite peut aussi se retrouver dans le chloroplaste, 
cependant, l'étude présentée ici indique que son temps de 
séjour y est inférieur au sulfate. Le chloroplaste est riche 
en agents capable d'oxyder le sulfite et d'ailleurs il suffit 
que le chloroplaste soit éclairé pour provoquer un Gégagement 
d'oxygène suffisant pour transformer le sulfite en sulfate. 
Les expériences de fumigation ne conduisent pas toujours à 
l'entrée du sulfite dans le chloroplaste en quantités 
détectables (Chung 1982; "Huber 1987). Donc, bien que le 
sulfite soit plus nocif que le sulfate (Marques et Anderson 
1986), je suggère que son impact soit moins grand et que son 
temps de vie dans le chloroplaste in vivo ne dépasse ~as la 
période nocturne. 
Voici en figure 49 un modèle que je propose pour décrire 
la chimie des ions présents dans le chloroplaste après 
fumigation au SO~ et l'effet de la présence ou non de 
lumière (cycle solaire quotidien). En A on retrouve le 
chloroplaste en noirceur, avec les ions sulfate, sulfite et 
bisulfite présents dans t~us les compartiments. Le pH plutOt 
neutre des deux compartiments (stroma et intra-thylacofde) 
favorise l'équilibre sulfite et bisulfite 1:1. Lorsque le 
chloroplaste est éclairé, la situation serait décrite ~n B. 
Dans le compartiment stromal, le pH s'élève et l ' équilibre se 
130 
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Ch loroplaste 
Stroma 
Figure 49. Modèle de l'effet du S02 sur le PSI! 
in vivo. 
déplace vers le sulfite. Les ions sulfate sont inchangés par 
cette augmentation de pH (approx. 8.0l. L'oxygène émis par 
1 le PSII éclairé transforme le sulfite en sulfate, contribuant 
à augmenter sa concentration. Dans le thylacoïde, le pH 
s'abaisse à cause de l'accumulation de protons (Mitchell 1969; 
Hoober 1984). Le sulfite est protoné en bisulfite, tandis que 
le sulfate déplace les chlorures mobilisés par l'activation du 
PSI! et inactive ce derniw. Mon modèle peut donc expliquer 
pourquoi l'effet toxique du S02 est plus élevé en période 
d~éclairement. Notons cependant que ceci peu~ é~re dO à 
l'ouverture des stomates permettant: ' entrés du SC~ en 




Le modèle suggère que le sulfate est favorisé dans le 
chloroplaste au détriment du sulfite. Il semble en effet que 
l'inhibition du PSII par le sulfate soit la clef 
du problème de l ' impact du S02 et des pluies acides sur la 
photosynthèse. La sensibilité d'un chloroplaste au 502 
serait donc liée à la concentration en chlorure présente et 
les propriétés des protéines de 23 et 18 kDa du cno, facteurs 
de régulation des chlorures. Dans cette optique, Aoki 
et coll. (1986) publiaient récemment que les protéines de 23 
et 18 kDa de l'algue Dunaliella tertiolecta avaient des 
différences majeures comparé aux mêmes polypeptides dans les 
épinards. Ces différences pourraient expliquer la résistance 
de ces algues aux stress ionique (Aoki et coll., 1996). Le 
contrOle du contenu en chlorure dans le chloroplaste ainsi que 
les propriétés des polypeptides du CDO sont vraisemblablement 
les avenues de recherche pour une amélioration de la 
résistance des organismes végétaux face à un apport excessif 
de sulfate par l'environnement. 
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